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7Resumo 
Os mecanismos que regulam a homeostase da glucose no pós-prandial são 
distintos dos  mecanismos desencadeados em situações de jejum. Desta forma 
o fígado parece desempenhar um papel fundamental na acção periférica da 
insulina após a refeição através de um mecanismo que envolve os nervos 
parassimpáticos hepáticos e o óxido nítrico (NO). Esta dissertação procura 
evidenciar a importância de ambos na fi siologia de manutenção da glicémia 
pós-prandial e na fi siopatologia da resistência à insulina.  
Dos resultados obtidos observou-se que após a administração de uma re-
feição mista o perfi l  glicémico foi distinto em animais com ou sem ablação 
dos nervos parassimpáticos hepáticos.  A desnervação parassimpática hepáti-
ca aumentou as excursões de glucose imediatamente  após a refeição. Estas 
diferenças nas excursões de glucose dependentes do parassimpático ocorre-
ram devido a uma diminuição da clearance de glucose, sem que fosse afectada 
a taxa de aparecimento de glucose no sangue, a produção endógena de glu-
cose e secreção de insulina ou péptido-C. Este aumento das excursões de glu-
cose  revelou-se ser devida à diminuição da clearance de glucose pós-prandial 
exclusivamente no músculo-esquelético, coração e o rim. Concluiu-se que o 
fígado teria uma função endócrina nestes três órgãos. Surgiu assim a hipó-
tese  dos S-nitrosotiois (RSNOs) poderem mimetizar essa resposta endócrina. 
Testou-se o seu efeito in vivo na sensibilidade à insulina. Para níveis baixos 
de sensibilidade à insulina, como jejum, desnervação no estado pós-prandial 
e resistência à insulina os RSNOs potenciaram a sensibilidade à insulina para 
valores  semelhantes  ao  pós-prandial indicando-os como potenciais fármacos 
no tratamento da resistência à insulina. O NO e seus derivados ganharam as-
sim uma evidência cada vez maior na acção periférica da  insulina e portanto 
fez-se uma caracterização dos seus níveis desde a fi siologia à fi siopatologia. 
Os resultados obtidos nesta dissertação permitiram correlacionar a sintetase 
de óxido  nítrico  (NOS), enzima responsável pela síntese de NO como um 
possível marcador da resistência à insulina.  
8Os resultados obtidos contribuíram substancialmente para compreender os 
mecanismos fi siológicos e fi siopatológicos de manutenção da glicémia após 
a refeição, colocando o fígado como órgão primordial na regulação periférica 
(extra-hepática) da captação de glucose. 
9Abstract 
The mechanisms responsible for the postprandial response are different 
from the ones in the fasted state. Therefore the liver seems to play a funda-
mental role in postprandial insulin action through a mechanism that evolves 
the hepatic parasympathetic nerves (HPN) and nitric oxide (NO). This work 
focused on the importance of both, HPN and NO, on postprandial glycemic 
control and on the pathophysiology of insulin resistance. 
We observed that after administration of a mixed meal the glycemic profi les 
with or without the parasympathetic nerves were distinct, increasing glucose 
excursions after ablation of HPN.This increase in glucose excursions was 
due to a decrease on the rate of glucose disappearance in extra-hepatic tis-
sues. Glucose appearance rate, endogenous glucose production and insulin 
secretion were not related to this mechanism. The increase on glucose excur-
sions after the ablation of hepatic parasympathetic system was due to a de-
crease on glucose clearance on extra-hepatic tissues, namely skeletal-muscle, 
heart and kidney. We concluded that the liver has an endocrine function on 
those tissues increasing their glucose uptake.This mechanism led to propose 
the hypothesis that S-nitrosothiols (RSNOs) could mimic this mechanism. 
Therefore RSNOs effects on insulin sensitivity were tested. For low insulin 
sensitivity levels, i.e. fasted state, ablation of the HPN or insulin resistance 
state induced by a high sucrose diet RSNOs increased insulin sensitivity to 
levels normally observed in the postprandial state. These results indicated 
these drugs as potential pharmacological tools in the treatment of insulin re-
sistance. NO and their derivates emerged as fundamental parts of insulin ac-
tion. A characterization of nitric oxide and nitric oxide synthase (NOS), the 
enzyme responsible for NO synthesis was part of the work performed. We 
concluded that NO could be used as a biomarker for insulin resistance states. 
This work contributed for understanding the mechanism underlying post-
prandial glycemic control indicating the liver as a key organ in the regulation 
of peripheral (extra-hepatic) insulin action.  
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1.1 Enquadramento desta dissertação 
O número de  casos de diabetes tipo 2 na última década tem aumentado 
exponencialmente e estimativas publicadas pela Federação Internacional de 
Diabetes apontam para uma prevalência de 6-8% da população mundial 
e sugerem que atinja os 9.5% até 2025 (King et al., 1998). Em Portugal e 
segundo dados do Relatório Anual do Observatório Nacional de Diabetes 
a prevalência desta doença em 2009 foi de 12.3% (Gardete-Correia et al., 
2010a). O cenário agrava-se quando se inclui a prevalência da pré-diabetes 
em Portugal (estudo PREVADIAB), totalizando 26% da população portugue-
sa com alterações diabetogénicas (Gardete-Correia et al.,2010). Trata-se de 
uma pandemia com repercussões patológicas, sociais e fi nanceiras alarman-
tes (Zhang et al., 2010).  
O aumento da diabetes tipo 2 nas últimas décadas está associado às rápi-
das mudanças culturais e sociais, ao envelhecimento da população, às al-
terações alimentares, à redução da actividade física e a estilos de vida não 
saudáveis que culminam não só em diabetes tipo 2 como em obesidade, 
hipertensão e doenças cardiovasculares.  
Muito pouco se sabe sobre as primeiras alterações celulares que ocor-
rem no organismo nestas condições pelo que perceber os mecanismos fi si-
ológicos de homeostase da glucose, assim como os mecanismos celulares 
e moleculares que lhe estão subjacentes tornou-se prioritário. Mais ainda 
compreender as principais alterações metabólicas, defi nir critérios de diag-
nóstico e tratamentos adequados numa fase inicial da doença, tendo sempre 
como base a prevenção, é fundamental. 
Esta dissertação espera ser um contributo importante no controlo desta 
doença. Procurou-se assim perceber a importância fi siológica do fígado 
como órgão de síntese de uma hormona fundamental na sensibilidade peri-
iférica  à  insulina  avaliando  a sua contribuição na manutenção da glicémia 
20
pós-prandial e ainda os órgãos-alvo desta hormona. Numa segunda parte 
desta dissertação identifi cou-se um fármaco capaz de mimetizar a acção 
desta hormona. Finalmente no último capítulo determinou-se a importân-
cia do óxido nítrico (NO) na resistência à insulina avaliando a sua síntese 
hepática, de forma a correlacionar com a fi siopatologia da resistência à in-
sulina.  
Muito falta trabalhar e descobrir nos mecanismos intrínsecos e extrínse-
cos da diabetes tipo 2, mas num esforço global novas formas de diagnós-
tico, novos mecanismos e novas terapias serão um avanço considerável para 
travar esta pandemia. Esta dissertação contribui essencialmente para novas 
terapias  e  novas  formas  de  diagnóstico  que  poderão  ser  relevantes  para 
a detecção da patologia numa fase precoce contribuindo fundamentalmente 
para a prevenção da doença.  
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1.2 Mecanismos Fisiológicos de Manutenção da Homeostase 
da Glucose 
1.2.1 Homeostase da glucose 
Os níveis plasmáticos de glucose e mais importante do que isso a sua ma-
nutenção dentro de um intervalo relativamente estreito é de uma importân-
cia vital para a grande maioria das espécies. 
A glucose em circulação é proveniente essencialmente de duas fontes, da 
produção endógena ou da absorção gastrointestinal,  após a ingestão de uma 
refeição. Este açúcar é fundamental no metabolismo energético de todos 
os órgãos. Assim uma alteração na glucose circulante requer uma comuni-
cação fi siológica fundamental, de forma a manter a integridade energética 
de todo o organismo. Neste contexto a glucose adquiriu um papel vital no 
controlo da homeostase energética, regulando desde a transcrição genética, 
actividades enzimáticas, secreção hormonal e actividade neuronal (Giugli-
ano et al., 2008).  
Todas estas funções reguladas pela glucose juntamente com o aporte de 
glucose nos vários tecidos são fundamentais e providenciam uma regulação 
extremamente delicada da integridade metabólica celular. 
1.2.2 Aporte de glucose para os tecidos  
Um dos mecanismos de manutenção da homeostase de glucose é a cap-
tação desta para os tecidos. O aporte de glucose para os tecidos depende de 
proteínas transportadoras específi cas, que se distribuem diferentemente pe-
los tecidos. Estas proteínas facilitam o transporte de glucose e são por isso 
designados transportadores de glucose (GLUTs). Neste momento existem já 
14 GLUTs caracterizados, embora alguns ainda se desconheça a  sua função 
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(Thorens et al., 2010). Na tabela seguinte encontra-se um resumo dos trans-
portadores de glucose (tabela 1) a sua  localização e afi nidade para a glucose 
(ou outro substrato). 
Tabela 1: Isoformas dos transportadores de glucose, a sua localização nos tecidos e a sua 
afi nidade para a glucose ou outro substrato (Thorens et al., 2010).
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1.2.3 Metabolismo da glucose 
A glucose uma vez dentro das células é rapidamente metabolizada, sendo 
que o destino fi nal depende do tecido, das necessidades energéticas e do 
metabolismo de outras fontes de energia. 
No período pós-absortivo a manutenção da glicémia é maioritariamente 
devido ao fígado, pela degradação de glicogénio (glicogenólise) (no jejum, 
o fígado é responsável por cerca de 95% da produção endógena de glucose, os 
restantes 5% devem-se ao rim) (Ekberg et al., 1999). Para períodos de jejum 
mais prolongados e quando as reservas de glicogénio terminam, a manuten-
ção da glicémia faz-se essencialmente a partir de precursores não glucídicos 
(gluconeogénese). A gluconeogénese é realizada pelo fígado e também pelo 
rim, sendo que a contribuição do rim nesta  fase aumenta consideravelmente 
(Meyer et al., 2002). O lactato (ciclo de Cori), o propionato e certos aminoáci-
dos provenientes do músculo podem ser transportados até ao fígado aumen-
tando também a gluconeogénese. O glicerol e os triacilglicerois do tecido 
adiposo contribuem também para a gluconeogénese. 
Após a refeição o cenário é inverso. A glucose obtida a partir da refeição 
destina-se  principalmente  à  produção  de  energia  através da via glicolíti-
ca, principalmente no músculo, e à síntese e armazenamento de glicogénio, 
tanto no músculo como no fígado – glicogénese. Assim no pós-prandial 
ocorre uma inibição da produção endógena de glucose, diminuindo portanto 
o efl uxo hepático de glucose e simultaneamente ocorre um aumento da  cap-
tação de glucose (Maggs et al., 2008).  
Após a refeição ocorre activação da glicólise e a reposição dos níveis de 
glicogénio, para que durante o período de jejum a obtenção de glucose face 
às necessidades dos tecidos periféricos provenha maioritariamente da gli-
cogenólise hepática (Figura 1). Todas estas vias metabólicas são fi namente 
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reguladas pelo estado nutricional, factores  humorais, sistema nervoso au-
tónomo, sistema endócrino, entre outros (Giugliano et al., 2008; Maggs et  al., 
2008).  
Figura 1: Metabolismo da glucose no fígado. Durante o jejum o fígado é o principal órgão 
responsável pela manutenção da glicémia, maioritariamente devido à degradação 
do glicogénio (glicogenólise). Para períodos de jejum mais prolongados e após ter-
minarem as reservas de glicogénio o efl uxo de glucose para a circulação  deve-se 
maioritariamente à gluconeogénese, a partir da degradação de piruvato, lactato, 
aminoácidos e glicerol. Após a refeição e com a absorção de glucose a produção 
endógena de glucose diminui drasticamente, ocorre activação da glicólise e a ráp-
ida reposição dos níveis de glicogénio (glicogénese). TCA: Ácidos tricarboxílicos; 
P: fósforo;   
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1.3 Regulação do Metabolismo da Glucose 
1.3.1 Regulação hormonal 
A insulina é a hormona glucoreguladora de maior importância.  Após a 
refeição esta hormona estimula a captação de glucose  pelos  tecidos  per-
iféricos  e  promove  uma  diminuição  da  produção endógena de glucose 
(Giugliano et al., 2008).  
A glucagina é também uma hormona importante na regulação  da glicémia 
principalmente durante o período de jejum. Esta  hormona actua quase ex-
clusivamente no fígado promovendo a  produção hepática de glucose (Gi-
ugliano et al., 2008).  
A  ingestão  de  uma  refeição  promove  imediatamente  um  aumento da 
secreção de insulina e uma diminuição de glucagina  (Giugliano et al., 2008). 
Existem  ainda  outros  mecanismos  que  têm  surgido  e  que  parecem 
também  ser  preponderantes  no  mecanismo  de  homeostase de glucose. 
Embora ainda não se conheça a sua  estrutura  exacta  a  substância  hepática 
sensibilizadora  de  insulina (HISS – “Hepatic Insulin Sensitizing Substance”) 
também  parece ser um mecanismo importante de regulação hormonal.  Esta 
substância promove o aporte de glucose nos tecidos extra-hepáticos,  sendo 
que  a  sua  activação  ocorre  após  a  refeição  (Lautt, 1999; Lautt et al., 2001). 
Recentemente  muito  tem  surgido  sobre  o  papel  do  tracto  gastrointes-
tinal e das suas hormonas – incretinas – na regulação  do  metabolismo da 
glucose,  sendo  o  péptido  insulinotrópico  dependente da glucose (GIP) e 
o glucagon like peptide-1 (GLP- 1),  libertados  pelas  células  endócrinas 
do  intestino,  as  mais  importantes.  Estas  hormonas  têm  a  sua  maior 
função  após  a  refeição,  regulando  a  secreção  de  insulina  e  glucagina, 
e  também modulando a passagem e absorção dos nutrientes do  tracto  gas-
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trointestinal para a circulação (Baggio et al., 2007; Drucker, 2006).  
Também o tecido adiposo tem ganho relevância na última década com 
libertação de hormonas que se têm revelado importantes na regulação me-
tabólica da glucose, nomeadamente: a leptina e a adiponectina (Torres-Leal 
et al., 2010).  
De todas as hormonas supra-mencionadas será importante elucidar de 
uma forma mais pormenorizada e no contexto desta dissertação a síntese e 
acção de duas destas substâncias, a insulina e a HISS, uma vez que ao longo 
desta dissertação os mecanismos propostos estão direccionados para estas 
duas hormonas. 
Insulina 
A insulina é uma das principais hormonas responsáveis pela manutenção 
da glicémia principalmente após a refeição. Esta hormona apresenta fun-
ções anabólicas de extrema importância, aumentando o aporte de glucose 
no músculo e tecido adiposo e  inibindo a produção hepática de glucose.  
Esta hormona estimula ainda o crescimento e diferenciação  celular,  pro-
move a síntese de glicogénio e síntese  proteica, estimula a lipogénese, inibe 
a degradação de lípidos e proteínas. Qualquer disfunção na sua síntese e/
ou acção desencadeia uma série de disfunções que levam a um aumento da 
glicémia quer no jejum, quer no pós-prandial.  
A glucose é o principal estímulo para a secreção de insulina. A glucose 
entra na célula ß através dos GLUT 2, é fosforilada pelo enzima glucocinase 
sendo rapidamente metabolizada para gerar trifosfato de adenosina (ATP). 
O aumento de ATP leva  ao fecho dos canais de K+ sensíveis ao ATP despo-
larizando a membrana. A despolarização da membrana provoca a abertura 
dos canais de cálcio. O aumento de cálcio intracelular e do ATP disponível 
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estimula a translocação das vesículas de insulina e subsequente exocitose 
dos grânulos secretores, libertando insulina, péptido – C e os restantes iões 
aí armazenados (Kahn et al., 2006; Saltiel et al., 2001).  
A função do péptido-C na célula ß é facilitar a conformação adequada 
da molécula de insulina. No processo de síntese de insulina são produzi-
das iguais quantidades de insulina e péptido-C. Desta forma o péptido-C é 
utilizado como um marcador da síntese de insulina, permitindo avaliações 
da  funcionalidade e sensibilidade da célula ß e ainda avaliar alterações 
da metabolização da insulina independentes da secreção desta hormona. 
Na circulação, o péptido-C liga-se à membrana celular de vários tipos de 
células activando vias de sinalização celulares dependentes de cálcio como 
proteína cinases activadas pelo mitogénio (MAPK), fosfolipase C (PLC)  e 
proteína cinase C (PKC) levando a um aumento da transcrição de vários 
factores (Hills et al., 2008). Este péptido também aumenta a actividade da 
sintetase de óxido nítrico endotelial (eNOS) e NA+K+ATPase e melhora a 
condução nervosa (Hills et al., 2008).   
Existem outros agentes insulinotrópicos para além da glucose, nomeada-
mente glucagina, GLP-1, colecistocinina (CCK), acetilcolina e ainda ami-
noácidos. A glucagina e o GLP-1 estimulam a secreção de insulina por acti-
vação da proteína cinase dependente do AMPc (PKA). A CCK e acetilcolina 
actuam através da via do fosfolipase A que leva a um aumento do 1,4,5-tri-
fosfato de  inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Os aminoácidos promovem 
um aumento do ATP desencadeando a mesma resposta que a glucose (Kahn 
et al., 2006; Saltiel et al., 2001) (Figura 2).   
28
Figura  2:  Mecanismo  intracelular  de  secreção  de  insulina. A  glucose  é  o  principal 
estímulo para a síntese de insulina. Esta entra na célula ß do ilhéu de Langerhans 
através do transportador de glucose GLUT 2 e é rapidamente metabolizada gerando 
ATP. Este aumento de ATP aumenta a razão ATP/ADP levando a um aumento do 
cálcio intracelular por despolarização da membrana e activação dos canais de cálcio 
dependentes da voltagem. O cálcio faz com que ocorra a translocação das vesícu-
las de insulina para a membrana e a exocitose da insulina para a circulação. Para 
além da glucose existem ainda outros agentes capazes de promover um aumento da 
secreção de insulina. A glucagina e o GLP-1 aumentam o AMPc promovendo assim, 
via PKA, o aporte de cálcio na célula ß. A acetilcolina promove a secreção de insu-
lina via proteína lipase C e ainda os aminoácidos que promovem também um au-
mento da razão ATP/ADP estimulando da mesma forma que a glucose a secreção de 
insulina. Ach: Acetilcolina; GLP-1:Glucagon like peptide-1; DAG: Diacilglicerol; 
IP3: 1, 4, 5 – trifosfato de inositol; PKC: Proteína cinase C; AC: Adenilato ciclase; 
AMPc: 3`, 5` monofosfato de adenosina cíclico; ATP:5`-trifosfato de adenosina; P 
fósforo. 
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A libertação de insulina ocorre sob a forma de pulsos, sendo  que está 
descrito que esta forma de libertação pulsátil parece  ser importante na sua 
secreção e principalmente na sua acção,  uma vez que se observou que a 
administração pulsátil exerce  maior efeito hipoglicemiante do que a admin-
istração contínua  desta hormona (Paolisso et al., 1988; Reid et al., 2004).  
Para além desta libertação pulsátil basal, após a refeição a  insulina é lib-
ertada de acordo com um padrão bifásico, com  uma primeira fase aguda 
com duração de cerca de 10 minutos e  uma segunda fase mais prolongada 
que ocorre enquanto ocorrer  o estímulo para a sua secreção (Rorsman et al., 
2003).  
A insulina aumenta o aporte de glucose no músculo-esquelético  e tecido 
adiposo, promovendo a translocação dos GLUT4. Esta  hormona liga-se a 
um receptor situado na membrana plasmática  da célula alvo desencadeando 
um cascata de sinalização que culmina na translocação do transportador de 
glucose do citosol  para a membrana plasmática promovendo assim o aporte 
de  glucose (Saltiel et al., 2001) (Figura 3).  
A insulina liga-se ao seu receptor transmembranar através de duas subu-
nidades α que se encontram presentes no domínio extracelular. No domínio 
intracelular este receptor apresenta duas subunidades ß com actividade ti-
rosina cinase. Assim, quando ocorre ligação da insulina ao seu receptor, 
este activa-se levando à fosforilação dos resíduos de tirosina. A actividade 
de  tirosina cinase permite a fosforilação de pelo menos 9 substratos in-
tracelulares do cinase do receptor de insulina. Quatro pertencem à família 
do substrato do receptor de insulina (IRS) (IRS-1 ao 4), os outros substratos 
incluem Gab-1, p60 dok, Cbl,  Aps e isoformas do Shc (Saltiel et al., 2001). O 
IRS-1 e 2 serão dos substratos descritos os que têm maior importância fi si-
ológica na manutenção da glicémia. Assim as tirosinas fosforiladas destes 
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receptores permitem o recrutamento, acoplamento e activação de proteínas 
com domínios “Src-homology-2” (SH2). Muitas destas proteínas SH2 são 
adaptadores moleculares, como a subunidade reguladora p85 do 3-fosfati-
dilinositol cinase (PI3K). O PI3K tem um papel preponderante nas acções 
metabólicas e  mitogenéticas da insulina. A activação do PI3K catalisa a 
fosforilação de fosfoinositol na posição 3 de forma a produzir 3-fosfato de 
fosfatidilinositol (PI3P) (Saltiel et al., 2001).  
Um dos mecanismos de activação que ocorre após formação do PI3P é 
activação do enzima cinase de serina/trionina proteína  cinase B (Akt/PKB) 
via cinase dependente do fosfoinositídeo 1 (PDK1). A activação do PI3P 
também parece activar outras proteínas cinases que incluem as proteínas 
cinases C atípicas, PKC ζ e λ, que também parecem ser fundamentais para 
o transporte de glucose dependente da insulina. O Akt/ PKB vai fosforilar o 
substrato de 160kDa do Akt (AS160) o qual se encontra constitutivamente 
associado ao processo de  translocação dos GLUT4 do citosol para a mem-
brana (Saltiel et  al., 2001). 
Para além da activação do IRS/PI3K uma segunda via de sinalização 
parece ser necessária para que ocorra o aporte de glucose dependente dos 
transportadores de glucose. Esta segunda via de sinalização envolve a fos-
forilação da tirosina do protoncogene Cbl. O Cbl encontra-se normalmente 
associado  à proteína adaptadora CAP. Após activação do complexo Cbl-
CAP ocorre translocação deste complexo para lipid rafts na membrana 
plasmática, onde se liga à proteína fl otilina e recruta a proteína CrkII. Em 
seguida a CrkII forma um complexo com  a proteína C3G, activando a 
TC10. A TC10 é uma proteína G que promove a translocação e acoplamen-
to dos GLUT 4  na  membrana, através da regulação de microfi lamentos 
de actina  (Saltiel et al., 2001) (Figura 3). Será assim necessário a activação 
destas duas vias para que ocorra a fusão das vesículas de GLUT 4 para a 
membrana (Figura 3).   
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Figura 3: Vias de sinalização da insulina responsáveis pela translocação dos transpor-
tadores de glucose GLUT4. Após a fosforilação do receptor de insulina ocorrem 
vários processos de transdução de sinal que levam à translocação do transportador 
de glucose para a superfície membranar de forma a promover o aporte de glucose. 
Serão necessárias a activação de duas vias para que a translocação dos GLUT 4 
seja efi caz. A primeira via envolve o 3-fosfatidilinositol cinase (PI3K) e a segunda 
via compreende o protooncogene Cbl.  IRS: substrato do receptor de insulina; Tir: 
resíduo de tirosina; PI3K: 3-fosfatidilinositol cinase; PI3P: 3-fosfato de fosfatidil-
inositol; PDK1: cinase dependente do fosfoinositídeo 1; Akt/PKB: proteína cinase 
B; PKC ζ /λ: proteína  cinases  C atípicas; AS160: substrato de 160kDa do Akt; Cbl: 
protooncogene Casinas b-lineage lymphoma; CAP: proteína associada ao Cbl;   
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Substância Hepática Sensibilizadora da Insulina (HISS) 
Esta hipótese parece culminar numa regulação hormonal de extrema im-
portância uma vez que tem um efeito endócrino na captação periférica de 
glucose nos tecidos extra-hepáticos. 
Estudos pioneiros desenvolvidos no Canadá em 1980 (Lautt,  1980; Lautt 
et al., 1978b) levaram mais tarde à formulação de uma hipótese que sugere 
a existência de um mecanismo humoral segundo o qual o fígado regula a 
acção da insulina através da libertação de uma hormona à qual se chamou 
Substância Hepática Sensibilizadora da Insulina ou HISS (Hepatic Insulin 
Sensitizing Substance) responsável por cerca de 55% do aporte de glucose 
nos tecidos (Lautt, 1999).  
A hipótese da HISS surgiu quando Wayne Lautt observou que ocorria 
resistência à insulina quando o sistema vagal era seccionado (Lautt, 1980; 
Lautt et al., 1978a; Lautt et al., 1978b). Estes primeiros estudos evidenciaram 
então que a acção da insulina periférica poderia ser mediada pelo sistema 
parassimpático (Lautt et al., 1978b).  
Mais tarde foi observado que os nervos envolvidos eram especifi camen-
teos nervos parassimpáticos hepáticos (Latour et al., 2002b; Lautt et al., 1978a; 
Lautt et al., 1978b) e que eram de natureza colinérgica (Xie et al., 1994).  
Esta via está apenas activa no estado pós-prandial, diminuindo progres-
sivamente com o período de jejum (Lautt et al., 2001). Desta forma a HISS 
está descrita como um mecanismo fi siológico de extrema relevância, que é 
sintetizada numa altura em que o load de glucose proveniente da refeição é 
maior, e portanto a sua acção hipoglicemiante  é  fundamental. Esta substân-
cia diminui progressivamente com o jejum de forma a evitar a hipoglicémia 
durante este estado nutricional (Lautt et al., 2001).  
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A via da HISS encontra-se já descrita em diversos modelos animais, tais 
como gato (Xie et al., 1993; Xie et al., 1996c), rato (Xie et al., 1996c), cão 
(Moore et al., 2002) e murganho (Latour et  al., 2002a) e também em humanos 
(Patarrao et al., 2008; Patarrao  et al., 2007). 
De forma a determinar o órgão de síntese e o órgão de acção deste novo 
mecanismo vários estudos foram efectuados. Após confi rmação de que esta 
substância necessitava de activação dos nervos parassimpáticos hepáticos 
administrou-se acetilcolina para reverter completamente a insulino-re-
sistência observada após desnervação (Xie  et  al., 1996a). Desses resulta-
dos observou-se que o efeito era hepático uma vez que apenas quando a 
acetilcolina era administrada no fígado é que a acção total periférica da 
insulina aumentava novamente. Estes resultados indicaram que se tratava 
de um efeito hepático mediado pela acetilcolina e que promovia a acção 
periférica da insulina (Xie et al., 1996a).  
Muitos dos efeitos da acetilcolina são mediados pelo óxido  nítrico (NO) 
desta forma foi-se então avaliar o envolvimento desta molécula na acção 
periférica da insulina. Os resultados obtidos por Sadri e colaboradores  mos-
traram que quando a síntese de NO era inibida, por administração de um 
inibidor da sintetase de óxido nítrico (NOS), a sensibilidade à insulina  di-
minuía, sendo que este efeito na sensibilidade à insulina ocorria quando 
estes eram administrados na veia porta. A administração de um dador de NO 
mais uma vez reverteu a insulino-resistência observada mas apenas quando 
administrado no fígado (Sadri et al., 1999).  
Mais tarde Guarino e colaboradores comprovaram novamente este mecan-
ismo hepático observando que o NO era essencial no mecanismo da HISS 
(Correia et al., 2002; Guarino et al., 2004;  Guarino et al., 2001). Assim estes 
resultados demonstraram que para que ocorra síntese da HISS é necessário 
activação dos nervos parassimpáticos hepáticos, que por acção da acetilco-
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lina activam a NOS levando a um aumento do NO hepático (Lautt, 1999). 
Até à data não existe nenhum estudo conclusivo sobre a síntese de NO 
hepático do jejum para o pós-prandial e em patologias associadas à resistên-
cia à insulina. Este é um dos objectivos desta dissertação. 
Guarino e colaboradores também concluíram que para que ocorra a sín-
tese da HISS o glutationo (GSH) hepático é fundamental (Guarino et al., 
2003). Estes autores observaram que a administração de um inibidor da sín-
tese de GSH induz insulino-resistência sendo que este resultado é corrobo-
rado por  muitos outros autores, normalmente associando esta disfunção 
do GSH a um aumento do stress oxidativo (Ceriello et al., 2004; Chang et 
al., 2010; De Mattia et al., 1998; Garcia-Bailo et al., 2010;  Guarino et al., 2003; 
Lu et al., 1991; Pan et al., 2010). Propõe-se que o GSH hepático tenha uma 
segunda função para além de manter a integridade oxidativa celular, sendo 
fundamental na acção periférica da insulina (Guarino et al., 2006; Tateishi et 
al.,  1977).  Guarino e colaboradores demonstraram que a administração no 
fígado de GSH juntamente com NO, no estado de jejum, parece mimetizar 
a resposta da HISS uma vez que aumentam a sensibilidade à insulina per-
iférica, concluindo que ambas as moléculas contribuem para a libertação da 
HISS (Guarino et al.,  2006).  
Assim até à data o mecanismo proposto é de que, após uma refeição  ocorre 
um aumento dos níveis de GSH hepático e concomitantemente ocorre tam-
bém activação do sistema parassimpático hepático que leva a um aumento 
do NO neste tecido. É assim fundamental um aumento no fígado de GSH 
e NO para que ocorra a libertação deste factor que parece ser libertado na 
corrente sanguínea actuando na periferia promovendo de forma dependente 
ou independente da insulina um aumento do aporte de glucose (Guarino et 
al., 2006; Lautt,  1999) (Figura 4).
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Figura 4: Hipótese da substância hepática sensibilizadora da insulina (HISS). Esta sub-
stância é libertada após uma refeição numa fase em que o load de glucose é maior. 
A HISS promove o aporte de glucose nos tecidos periféricos sendo importante na 
manutenção da glicémia após a refeição. A síntese desta substância depende de dois 
sinais prandiais, um aumento dos níveis de glutationo (GSH) hepático e ainda a ac-
tivação do sistema parassimpático hepático e consequente aumento de óxido nítrico 
(NO). Após o aumento de ambos, GSH e NO, ocorre a libertação da HISS para a 
corrente sanguínea, sendo que esta substância promoverá o aporte de glucose nos 
tecidos. Ach: acetilcolina; NOS: sintetase do óxido nítrico; NO: óxido nítrico; GSH: 
glutationo; HISS: substância hepática sensibilizadora da insulina; AAs: aminoáci-
dos.  
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Após destrinçado o local de síntese desta substância determinou-se onde 
é que esta substância exercia a sua acção. Xie e colaboradores e Moore e 
colaboradores concluíram que o  músculo-esquelético seria o órgão-alvo 
desta substância (Moore  et al., 2002; Xie et al., 1996b). Xie e colabora-
dores utilizando  gradientes artério-venosos observaram que quando pro-
cediam à desnervação do plexo anterior hepático ocorria uma diferença no 
gradiente de glucose no músculo-esquelético, sem que o intestino e o fígado 
fossem afectados, comprovando assim que o órgão de síntese – o fígado – 
não era o órgão de acção e que esta substância teria uma função endócrina 
no músculo  esquelético (Xie et al., 1996b). Moore e colaboradores também 
observaram que o músculo-esquelético era afectado quando se seccionava 
os nervos hepáticos, observando uma redução no aporte de glucose no mús-
culo em cerca de 30%, o que levou a formular de que seria este tecido o 
órgão de acção desta substância (Moore et al., 2002).  
Até à data mais nenhum tecido foi avaliado e continua por esclarecer se 
esta substância apenas actuará no músculo-esquelético ou terá importância 
noutros tecidos. Várias evidências parecem indicar que quando ocorre al-
guma alteração no sistema vagal, o coração é um dos primeiros órgãos a ser 
afectado (Dinh et al., 2010; Schwartz, 2010; Valensi et al.,1999). Vários es-
tudos mostram também que na progressão da resistência à insulina ocorrem 
macrocomplicações, nomeadamente cardiomiopatias e nefropatias, pelo 
que estudar o envolvimento da via da HISS no coração e no rim torna-se 
evidente (An et al., 2006; Haffner, 2003; Meyer et al., 1998; Stumvoll et al., 
1999; Valensi et al., 1999).   
O tecido adiposo é um órgão fundamental na manutenção da homeostase 
da glucose, sendo também um dos tecidos principais de acção da insulina, 
por isso determinar o seu envolvimento na via da HISS é também objectivo 
desta dissertação.  
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E ainda o pâncreas que apesar de ter um papel secundário na captação de 
glucose é o órgão de secreção de insulina. Uma avaliação da secreção  de 
insulina, quer ao nível da insulina quer ao nível do péptido – C, será impor-
tante fazer aquando da manipulação da via da HISS.  
Um dos principais objectivos desta dissertação foi avaliar com clareza 
quais os tecidos envolvidos na acção desta substância e a importância da 
secreção de insulina para este mecanismo. 
1.3.2 Regulação neuronal 
O sistema neuronal parece ser de extrema importância para o mecanismo 
de homeostase da glucose, porque o sistema nervoso autónomo inerva mui-
tos dos tecidos responsáveis pela manutenção da glicémia (Teff, 2008).  
O pâncreas é inervado por fi bras colinérgicas e adrenérgicas (Ahren et 
al., 1986; Bereiter et al., 1981; Berthoud et al., 1990; Berthoud et al., 1979). Um 
aumento do sistema simpático leva a  uma diminuição da secreção de insu-
lina, e também está descrito que parece modular a secreção de glucagina, 
aumentando-a (Ahren et al., 1986; Gardemann et al., 1986; Teff, 2008). Este 
sistema também está descrito ser responsável pelo aumento da produção 
hepática de glucose (Blouet et al., 2010; Kalsbeek et al., 2010).  
O sistema parassimpático inerva praticamente todos os tecidos envolvi-
dos na digestão, absorção e metabolismo de nutrientes, pelo que tem uma 
infl uência considerável na homeostase da glucose (Teff, 2008). No pâncreas 
encontra-se associado à primeira fase de secreção de insulina e na optimi-
zação da sua secreção após a refeição (Ahren et al., 2001). No fígado este 
sistema é fundamental na acção periférica da insulina pela libertação da 
HISS, tal como já foi descrito anteriormente (Lautt,1999).  
Existe também uma interligação extremamente importante entre o hipo-
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tálamo e a resposta eferente ao nível da homeostase da glucose, através  de 
um mecanismo de neurocircuitos hipotalámicos que detectam alterações 
nutricionais e que por sua vez regulam a resposta do sistema nervoso au-
tónomo (Blouet et al., 2010; Kalsbeek et al., 2010). Esta informação é assim 
integrada no hipotálamo que determina depois as acções do sistema au-
tonómico ao nível dos tecidos periféricos e a sua função endócrina nome-
adamente no consumo de comida, no gasto energético e acima de tudo na 
homeostase de glucose (Blouet et al., 2010) (Figura 5).
O controlo hipotalámico na regulação da homeostase da glucose não está 
completamente estabelecido, mas integra um mecanismo que engloba uma 
componente neuronal importante com efeitos directos em vários tecidos 
(Blouet et al., 2010;  Kalsbeek et al., 2010). Na fi gura 5 apresenta-se a propos-
ta de regulação neuronal em que os núcleos hipotalámicos têm capacidade 
de receber vários sinais nutricionais sendo que ultimamente a leptina e a 
insulina (Blouet et al., 2010), ambas com receptores no cérebro têm  apre-
sentado uma relevância fundamental. Também as incretinas parecem ser 
relevantes nestes sinais nutricionais aferentes.
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Figura 5: Efeitos metabólicos efectores no balanço energético regulados pelo hipotálamo.
Vários sinais nutricionais e hormonais (glucose, aminoácidos e lípidos, insulina, leptina, 
incretinas, entre outros) activam determinadas zonas cerebrais que, através de neuro-
circuitos hipotalámicos desencadeiam uma resposta neuronal que regula o apetite, o 
metabolismo energético e a homeostase da glucose. Hipo: hipotálamo; PVN: núcleo 
paraventricular do hipotálamo; ARC: núcleo arqueado do hipotálamo; VMH: núcleo 
venteromedial do hipotálamo LH: núcleo lateral do hipotálamo; AAs: aminoácidos.  
 
Em suma todo o sistema fi siológico de homeostase de glucose é extre-
mamente complexo e requer uma interligação extrema para que todos os 
mecanismos funcionem como um todo e com o mesmo objectivo comum. 
Neste processo o tracto gastrointestinal, o pâncreas, o fígado, o tecido adi-
poso, o hipotálamo e o sistema nervoso autónomo têm uma importância 
fundamental e mais do que isso necessitam de uma intercomunicação cru-
cial para que todo o processo de homeostase da glucose ocorra. Qualquer 
alteração de um destes mecanismos levará a alterações metabólicas nefastas 
que comprometerão todo o organismo.  
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1.3.3 Outros mecanismos 
Têm surgido mais recentemente outros mecanismo de regulação do me-
tabolismo da glucose que são independentes da acção de insulina e serão 
responsáveis pelo aporte de glucose no músculo-esquelético (Zisman et al., 
2000). O NO e a via da contracção/hipóxia são um exemplo deste tipo de 
vias.  
Durante o exercício ou contracção muscular ocorre um aumento da trans-
locação de GLUT4 para a membrana celular do músculo-esquelético. O 
mecanismo que leva a este processo não está ainda defi nido, contudo é con-
sensual que é um mecanismo independente da via de sinalização da insulina 
(Lund et al., 1995; Richter et al., 1985). Apesar da divergência dos estudos em 
alguns aspectos da via que leva a um aumento do aporte de glucose existe 
algum consenso que indica que esta via da contracção ocorre através da ac-
tivação da proteína cinase  activada pelo AMP (AMPK). Vários publicações 
associam um  aumento do aporte de glucose com um aumento da actividade 
do AMPK durante a contracção (Hayashi et al., 1998; Musi et al.,  2003). Mais 
ainda em estudos em que se inibiu a actividade do AMPK, observou-se uma 
diminuição do aporte de glucose ao músculo, durante a contracção, o que 
veio reforçar a ideia de que o efeito hipoglicemiante do exercício é mediado 
pelo AMPK (Lefort et al., 2008; Mu et al., 2001). As vias de sinalização que 
levam a que a activação do AMPK leva a um aporte de glucose não estão 
estabelecidas mas parecem envolver o NO (Deshmukh  et al., 2010; Li et al., 
2004; Lira et al., 2007; Roberts et al., 1997). 
O NO é um radical livre gerado nos sistemas biológicos (Ignarro, 1992; 
Moncada et al., 1991). Este radical é um importante mediador de vários 
processos fi siológicos e patológicos intra e extra-celulares (Moncada et 
al.,  1991). Apresenta função biológica na modulação da neurotransmissão, 
pressão arterial e função plaquetária (Moncada et al., 1991). O NO é pro-
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duzido  pela NOS, um enzima que existe em três isoformas codifi cadas por 
genes distintos (Knowles et al., 1994; Moncada et al., 1991). Assim, as isofor-
mas da NOS são agrupadas em três categorias, a NOS neuronal (nNOS), a 
NOS endotelial (eNOS) e a NOS indutível (iNOS). A nNOS e a eNOS são 
dependentes de iões de  cálcio (Ca2+) e da calmodulina e estão envolvidas na 
sinalização  celular. A iNOS é produzida pelos macrófagos e outras células 
activadas por citocinas (Knowles et al., 1994). Esta última é induzida em 
situações de infl amação.  
O papel do NO na modulação do metabolismo energético tem surgido 
após observação de que a inibição da síntese deste levava a resistência à 
insulina (Duplain et al., 2001; Sadri et al., 1999; Scherrer et al., 2000). Desde 
então muitos estudos têm surgido sobre o envolvimento deste composto no 
aporte de glucose e maioritariamente esta substância parece ter um efei-
to potenciador no aporte de glucose que é independente dos seus efeitos 
hemodinâmicos e também independente da via de sinalização da insulina 
(Deshmukh et al., 2010; Higaki et al., 2001). Ultimamente tem surgido ainda 
a ligação do NO à activação do AMPK em células musculares levando a 
um aumento do transporte de glucose mediado pelos GLUT4, quer durante 
o exercício como em situações basais (Lira et al., 2007; Roberts et al., 1999; 
Roberts  et al., 1997; Shearer et al., 2004). Existem ainda vários artigos que 
indicam que a via do NO no aporte de glucose é independente do AMPK e 
da insulina (Chen et al., 1999; Higaki et al., 2001; Merry et  al., 2010b; Young et 
al., 1998). 
As vias que levam ao aporte de glucose não estão completamente  esclare-
cidas  e  cada  vez  mais  surgem  novos  moduladores  com  funções impor-
tantes na homeostase da glucose. O efeito do NO  em condições fi siológicas 
e na fi siopatologia está longe de estar  esclarecido e cada vez mais esta 
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 molécula ganha evidência devido ao efeito divergente que tem em vários 
sistemas celulares.  
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1.4 Resistência à Insulina       
A resistência à insulina é normalmente defi nida como uma incapacidade 
da insulina desencadear as suas funções normais no  metabolismo glucídico, 
lipídico e proteico. A resistência à insulina parece ser causada por factores 
genéticos e factores ambientais, sendo que esta patologia está associada a 
disfunções metabólicas e cardiovasculares como dislipidémia, hipertensão, 
obesidade, intolerância à glucose, disfunção endotelial, sendo cada uma  de-
las um factor de risco para o desenvolvimento de doença cardiovascular.  
A resistência à insulina parece resultar de vários factores: i) disfunções na 
estrutura e função da via de sinalização de insulina, nomeadamente redução 
da fosforilação da tirosina do receptor de insulina, diminuição da fosfo-
rilação da tirosina do IRS-1 ou diminuição da actividade PI3K, ii) Alter-
ações na translocação dos GLUT4; iii) Alterações no metabolismo de  glu-
cose com diminuição da fosforilação de glucose, diminuição da oxidação da 
glucose e do fl uxo glicolítico e/ ou disfunção do glicogénio sintase (Abdul-
Ghani et al., 2010;  Bajaj et al., 2003; Bouzakri et al., 2005; Cusi et al., 2000; 
Karlsson  et al., 2007). Qualquer uma destas alterações podem resultar em 
disfunções celulares graves que culminarão em diabetes tipo 2. Estas dis-
funções da acção da insulina devem-se ou causam várias alterações celu-
lares que serão discutidos mais  detalhadamente (Figura 6).  
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Figura 6: Factores contributivos para a resistência à insulina. HISS: substância hepática 
sensibilizadora da insulina.  
1.4.1 Factores genéticos 
Vários estudos indicam que a resistência à insulina tem uma componente 
genética elevada pela análise de observações feitas em descendentes de in-
divíduos diabéticos (Abdul-Ghani et al., 2010; DeFronzo, 2004; Kashyap et al., 
2004; Petersen et al., 2004).  Estes parentes apesar de normoglicémicos apre-
sentam já uma disfunção no aporte de glucose nos tecidos alvo de acção da 
insulina, que é de igual magnitude aos seus progenitores com diabetes. Estes 
estudos mostraram ainda que esta disfunção na acção da insulina estava pre-
sente muitos anos antes do surgimento da hiperglicémia, o que indica que 
esta patologia terá um fase assintomática que torna difícil o seu diagnóstico 
(Abdul-Ghani et al., 2010; Danadian et al.,1999; DeFronzo,1988;  Kashyap et al., 
2004; Petersen et al., 2004). Tendo em conta estes resultados foi proposto que 
a resistência à insulina teria uma forte componente genética sendo que os 
genes candidatos seriam  aqueles que codifi cam para a cascata de sinalização 
da insulina: o receptor de insulina, IRS-1, PI3K, o enzima glucocinase e/ou 
os transportadores de glucose. 
Estudos em animais knock-out para estes candidatos revelaram uma het-
erogeneidade de respostas conforme o tecido e a mutação provocada que 
apesar de nos darem uma importância relativa de cada uma das partes não 
conseguem explicar o organismo como um todo. Mais ainda, destes estudos 
não foi possível destrinçar quais as moléculas fundamentais na acção perifé-
rica da insulina. Na tabela seguinte apresenta-se então os vários estudos e as 
alterações metabólicas no fenótipo observadas.  
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Tabela 2: Modelos animais knock-out e as principais alterações fenotípicas observadas.  
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Estes resultados sugerem que a resistência à insulina no fígado,  múscu-
lo-esquelético e tecido adiposo não serão dissociáveis e que será esta in-
terligação ou falta dela que leva à fi siopatologia da resistência à insulina 
indicando esta doença como uma disfunção multifactorial de todo o me-
tabolismo celular do organismo. 
Apesar da forte componente genética associada a esta doença os princi-
pais genes predisponentes ainda não foram identifi cados. Muitos estudos 
têm surgido de forma a encontrar um candidato que explique a génese  desta 
patologia, mas cada vez mais é notório que esta patologia será multifactorial 
e parece surgir da associação da componente genética com factores ambi-
entais. 
1.4.2 Factores Ambientais  
1.4.2.1 Glucotoxicidade 
A hiperglicémia é por si só uma causa de resistência à insulina uma vez que 
aumenta o stress oxidativo, a formação de produtos avançados de glicação 
(AGEs) e o aumento do fl uxo através da via das hexoaminas (Muniyappa 
et al., 2008). Está descrito que a hiperglicémia crónica induz o aumento da 
produção de espécies reactivas de oxigénio (ROS), aumenta a actividade de 
proteína  cinase C (PKC) e a formação de AGEs que levam a uma inibição 
específi ca e directa da via PI3K/Akt da via de sinalização de insulina (Mu-
niyappa et al., 2008). Um outro mecanismo celular descrito como causador 
da resistência à insulina é o aumento da via das hexoaminas, que resulta 
numa elevada glicosilação  proteica (Virkamaki et al., 1997) A glucosamina, 
um dos produtos da via das hexoaminas diminui a captação de glucose de-
pendente   da insulina comprometendo assim a acção da insulina (Patti et al., 
1999; Virkamaki et al., 1997). 
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1.4.2.2 Lipotoxicidade 
Cerca de 75% das acções da insulina no aporte de glucose ocorrem no 
músculo-esquelético sendo que o tecido adiposo  conta apenas com uma 
pequena fracção dessa acção. Contudo  estudos efectuados em ratos knock-
out dos GLUT4 no tecido  adiposo, mostram que ocorre resistência à in-
sulina no fígado e  no músculo-esquelético, o que nos indica que o tecido 
adiposo  apesar de contribuir com uma pequena fracção no aporte normal 
de glucose tem implicações enormes a nível do organismo quando a acção 
da insulina se encontra comprometida neste tecido (Abel et al., 2001).  
Para além disso este tecido regula o metabolismo através: i) libertação de 
ácidos gordos e glicerol, ii) libertação de hormonas – incluindo leptina e 
adiponectina – e iii) libertação de citocinas proinfl amatórias (Torres-Leal et 
al., 2010) que são de extrema importância na acção da insulina.  
Na resistência à insulina e na obesidade muitos destes factores estão al-
terados. Os ácidos gordos livres são um desses factores, o que sugere que 
estes substratos do tecido adiposo contribuem para a resistência à insulina 
da diabetes e obesidade (Belfort  et al., 2005; Kahn et al., 2006). O mecan-
ismo proposto é de que os ácidos gordos diminuam o aporte de glucose 
(Kashyap et al., 2004), a síntese de glicogénio e a oxidação da glucose, e 
ainda aumentem o output de glucose hepático (Dresner et al.,  1999). O au-
mento destes está também associado a alterações na fosforilação do IRS-1 
e actividade do PI3K (Belfort et al., 2005;   McGarry, 2002; Unger, 1995; Unger 
et al., 2010). A ligação entre o aumento dos ácidos gordos livres circulantes 
e a resistência à insulina ainda não é totalmente conhecida, contudo parece 
envolver a acumulação de triglicéridos e metabolitos derivados dos ácidos 
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gordos (diacilglicerol, acil CoA e ceramidas) no músculo e fígado (Torres-Leal 
et al., 2010). 
As hormonas do tecido adiposo, também parecem ter um papel impor-
tante na etiologia da resistência à insulina. A leptina é uma das hormonas 
produzidas pelo tecido adiposo e actua em  receptores do sistema nervoso 
central inibindo o consumo de comida e promovendo o gasto energético 
(Belgardt et al., 2010; Kalsbeek et al., 2010). Resistência ou defi ciência na 
produção de leptina está associada a resistência à insulina, como se ob-
serva  nos modelos animais fa/fa, ob/ob ou db/db (modelos animais com mu-
tações no gene que codifi ca para a leptina ou para o seu receptor) (Hamann et 
al., 1996; Meinders et al., 1996). Existem alguns estudos que mostram que a 
administração de leptina melhora a intolerância à glucose e a sensibilidade 
à insulina, provavelmente afectando vias neuroendócrinas que modulam a 
acção da insulina (tal como já foi falado na regulação neuronal) (Halaas et al., 
1995; Koch et al., 2010; Shimomura et al., 1999). A adiponectina é outra hor-
mona importante no metabolismo glucídico. Vários estudos mostram que a 
expressão genética desta hormona está diminuída na obesidade, e o trata-
mento agudo em  ratos obesos com esta adipocina diminui a resistência à 
insulina,  diminui os ácidos gordos livres circulantes e o conteúdo muscular 
e hepático de triglicéridos (Tilg et al., 2008; Wellen et al., 2003; Yamauchi et 
al., 2001).  Os factores derivados do tecido adiposo como factor tumoral de 
necrose (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), proteína atractante de monócito – 1 
(MCP-1) e outros produtos de infl amação parecem ter um papel preponder-
ante na resistência à insulina (Wellen et  al., 2003). O TNF-α e IL-6 actuam 
nas vias clássicas do cinase C-Jun  amino-terminal (JNK) e factor  nuclear 
– kB (NFkB), resultando numa sobrexpressão de potenciais mediadores in-
fl amatórios que levam à resistência à insulina (Torres-Leal et  al., 2010). Este 
factores encontram-se aumentados na obesidade e podem fosforilar resídu-
os de serina do IRS-1, resultando numa diminuição da actividade tirosina 
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cinase destes  receptores, culminando em resistência à insulina (Hotamisligil, 
1999; Hotamisligil et al., 1996). 
Está também descrito que estes factores derivados do tecido adiposo le-
vam a uma grande produção de NO, pela iNOS. Vários estudos mostram o 
envolvimento da iNOS na indução da resistência à insulina pelas citocinas, 
o que coloca esta isoforma da NOS como um marcador de infl amação de 
excelência (Garcia-Bailo et al., 2011). A iNOS parece ainda ser responsável 
pela inibição da fosforilação dos resíduos de tirosina do receptor  de insulina 
e IRS-1 (Pilon et al., 2010) e a administração de um inibidor desta isoforma 
da NOS a modelos animais de resistência à insulina aumenta a sensibilidade 
à insulina, indicando que a infl amação e a resistência à insulina estão muitos 
associadas (Carvalho-Filho et al., 2009; Carvalho-Filho et al., 2006). 
1.4.2.3 Stress oxidativo  
A oxidação é um processo químico onde electrões são removidos de 
moléculas, gerando radicais altamente reactivos. Radicais livres incluem as 
espécies reactivas de oxigénio (ROS), como por exemplo o anião superóx-
ido, e espécies reactivas de nitrogénio (RNS), como por exemplo o NO e o 
dióxido de nitrogénio. As espécies reactivas surgem naturalmente do me-
tabolismo aeróbio, e são importantes em inúmeras cascatas de sinalização 
e vários processos biológicos como a fagocitose, vasorelaxação e função 
neutrófi la (Garcia-Bailo  et  al.,  2011). Contudo uma oxidação excessiva pode 
desencadear reacções citotóxicas que são lesivas para a célula. Assim a ca-
pacidade de controlar a produção de radicais livres é defi nido como a ca-
pacidade antioxidante do organismo. 
O stress oxidativo resulta de um aumento na produção de radicais livres 
e/ou uma diminuição da capacidade antioxidante. Está descrito que um  au-
mento de ROS leva à activação de cinases sensíveis ao stress cujos efeitos 
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parecem interferir com a via de sinalização da insulina. A activação des-
sas cinases aumenta e activa o NFkB e a proteína activadora 1 (AP-1), que 
consequentemente i) activa o cinase terminal c-Jun e o cinase inibidor do 
NFkB-β;  ii) aumenta a transcrição de genes de citocinas proinfl amatórias e 
iii) aumenta a síntese de proteínas de fase aguda. Esta alteração molecular 
reduz a via de sinalização a insulina através da desregulação do IRS-1.  
Estas alterações da capacidade antioxidante celular e/ou aumento na 
produção de radicais livres levam a que consequentemente aumente a in-
fl amação. Este estado de infl amação constante agrava ainda mais este de-
sequilíbrio favorecendo um aumento do stress oxidativo e das vias proin-
fl amatórias do NFkB (Calder et  al., 2009; Esposito et al., 2002; Evans et al., 
2002; Garcia-Bailo et al., 2011). Cria-se assim um ciclo vicioso em que o 
stress oxidativo  e a infl amação estão intimamente relacionados por mecan-
ismos de retroacção positiva (Figura 7).  
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Figura 7: Mecanismo proposto para a diminuição da acção da insulina em condições de 
stress oxidativo. A hiperinsulinémia, o aumento de ácidos gordos livres e a in-
fl amação provocam um desequilíbrio na resposta antioxidante da célula  levando 
consequentemente ao aumento do stress oxidativo. Este aumento faz com que ocor-
ra activação de citocinas proinfl amatórias e proteínas de fase aguda que levam a 
alterações na fosforilação do substrato do receptor de insulina (IRS- 1), alterando a 
cascata de sinalização da insulina e consequentemente o aporte de glucose. ROS: 
espécies reactivas de oxigénio; RNS: espécies reactivas de  nitrogénio; JNK: ci-
nases N-terminal do c-Jun; IKK/NFkB: inibidor do cinase do  factor nuclear –kB
A resistência à insulina encontra-se associada quer a um aumento do stress 
oxidativo e claro também a um aumento da infl amação. Contudo,  continua 
por esclarecer quais são os factores que despoletam um aumento de ambos. 
Está descrito que um aumento dos níveis de ácidos gordos, hiperinsulinemia 
e a infl amação podem desencadear alterações no stress oxidativo, contudo o 
mecanismo exacto que leva a estas alterações continua por esclarecer.  
Os efeitos do stress oxidativo podem ser minimizados por acção enzimáti-
ca (superóxido dismutase, tioredoxina, catalase e glutationo  peroxidase), e/ou 
por antioxidantes não enzimáticos como por exemplo vitaminas (A, C, E e 
B), folato, glutationo, carotenoides, fl avonoides e elementos como o Cu, Zn, 
magnésio e selénio (Garcia-Bailo et al., 2011). Os antioxidantes normalmente 
actuam em sinergia com espécies reactivas específi cas e através dos seus 
efeitos no stress oxidativo estes também atenuam a infl amação celular. 
Contudo apesar dos resultados promissores que o tratamento com antioxi-
dantes teve na homeostase de glucose em animais, e das correlações obser-
vadas entre o consumo de antioxidantes e o  risco de desenvolver diabetes, 
vários ensaios clínicos não apresentaram resultados conclusivos de que os 
suplementos com antioxidantes poderiam prevenir a diabetes tipo 2. No es-
tudo publicado por Liu e colaboradores onde foram recrutadas 38167 mul-
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heres saudáveis observou-se, num período de 10 anos, que a suplementação 
da dieta com vitamina E não teve qualquer efeito benéfi co na prevenção da 
diabetes tipo 2 (Liu et al., 2006). Também Song e colaboradores observar-
am que um suplemento de vitamina C, E e betacaroteno não teve qualquer 
efeito na prevenção da doença após 9.2 anos de estudo (Song et  al., 2009).  
Não obstante o stress oxidativo e a infl amação parecem ser um dos 
primeiros sinais da resistência à insulina e perceber os mecanismos que os 
desencadeiam poderá de facto elucidar mais um pouco sobre a etiologia da 
resistência à insulina.  
 
1.4.2.4 Diminuição da via da HISS 
Segundo a hipótese da via da HISS este mecanismo é responsável por cer-
ca de 50% do aporte de glucose após a refeição sendo que qualquer disfun-
ção na síntese deste factor poderá estar na génese da resistência à insulina. 
Estudos efectuados na última década permitiram aferir que esta substância 
será fundamental na sensibilidade à insulina pós-prandial e qualquer disfun-
ção na sua síntese desencadeia várias patologias de resistência à insulina, 
nomeadamente diabetes tipo 2 (Ribeiro  et al., 2005), obesidade (Afonso et al., 
2010; Afonso et al., 2007),  hipertensão (Ribeiro et al., 2007) e ainda envelheci-
mento (Ribeiro et al., 2008).  
Ribeiro e colaboradores e Afonso e colaboradores observaram que sempre 
que se procedeu a uma alteração da dieta, quer para  uma dieta rica em saca-
rose ou uma dieta rica em lípidos, ocorria uma diminuição da via da HISS. 
Esta diminuição era visível expondo os animais apenas a duas semanas de 
dieta concluindo assim que a HISS e o seu mecanismo sofrem alterações no 
pós-prandial que se encontram na génese da resistência à insulina observada 
nestes modelos (Afonso et al., 2010; Ribeiro et al., 2005). 
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No modelo animal de obesidade o rato Zucker obeso que apresenta uma 
disfunção genética do receptor de leptina a via da HISS encontra-se compro-
metida. Contudo para além da diminuição da via da HISS também a acção 
da insulina não dependente da HISS se encontra comprometida (Afonso et 
al.,  2007). 
No modelo de hipertensão observou-se que parte da resistência  à insulina 
se devia à diminuição da síntese da HISS (Ribeiro et al., 2007). Também se 
fez a avaliação desta substância com a idade e mais uma vez observou-se 
que ocorre disfunção desta substância gradualmente com o envelhecimento, 
indicando mais uma vez que alterações da HISS serão responsáveis pelo 
desenvolvimento da resistência à insulina (Ribeiro et al., 2008). Os mecanis-
mos celulares que levam a alterações hepáticas de forma a comprometer a 
via da HISS estão ainda por esclarecer. Tendo em conta que esta substância 
é dependente do parassimpático, do NO e ainda do GSH qualquer alteração 
numa destas substâncias será crucial para que a síntese da HISS esteja com-
prometida. Propomos assim que a síntese da HISS, por alterações de GSH e/
ou parassimpático/NO seja das  primeiras alterações a ocorrer na resistência 
à insulina, estas alterações serão observadas inicialmente no pós-prandial.  
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1.5 Da resistência à insulina à diabetes tipo 2 
Em humanos a diabetes tipo 2 é detectada quando níveis de glucose no 
sangue no jejum são superiores a 126mg/dl ou quando a glicémia ao fi m 
de 2h da prova de tolerância à glucose se encontra acima de 200 mg/dl 
(Ryden  et al., 2007). Existe ainda o conceito de pré-diabetes ou hipergli-
cémia intermédia que é uma condição em que os indivíduos apresentam 
níveis de  glucose no sangue superiores ao normal mas ainda insufi cientes 
para o diagnóstico de diabetes. Estes indivíduos podem ter uma anomalia da 
glicémia em jejum (AGJ) e/ou tolerância diminuída  à glucose (TDG) (Ryden 
et al., 2007). Na tabela seguinte encontra-se sumariado a classifi cação da 
pré-diabetes e diabetes em vigor  actualmente. 
Tabela 3: Critérios de diagnóstico de Diabetes e Pré-diabetes. AGJ: Anomalia da glicémia 
em jejum; TDG: Tolerância diminuída à glucose.  
Na progressão da doença aquilo que se sabe é que inicialmente ocorre 
resistência à insulina com diminuição do aporte da glucose nos tecidos 
periiféricos, esta diminuição da acção da insulina é compensada por uma 
maior secreção desta hormona pela célula β. Nesta fase apesar da glicémia 
se manter fi siologicamente normal, a célula β apresenta já alterações na 
sua secreção. Só numa fase tardia da doença é que ocorre desensitização 
e falência da célula β que faz então  com que se observe hiperglicémia 
(Kahn et al., 2006). Apesar do conceito de pré-diabetes ser uma tentativa de 
detecção precoce desta patologia, a resistência à insulina parece ocorrer 
muito antes de alterações da glicémia e até antes de se detectarem alterações 
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anormais de insulinémia. No desenvolvimento da resistência à insulina até 
à diabetes tipo 2 existe uma fase silenciosa em que a glicémia se mantém 
normal contudo ocorrem alterações drásticas celulares no stress oxidativo e 
infl amação, na lipotoxicidade, na via da HISS que não são diagnosticadas 
mas que provocam disfunções nefastas ao organismo (Ceriello et al., 2004; 
Chang et al., 2010; DeFronzo, 2004; Garcia-Bailo et al., 2011; Lautt, 1999).  
Apesar de tudo, o esforço tem sido evidente e muitos debates se colo-
cam sobre se se devem introduzir novas determinações para o diagnóstico e 
tratamento desta doença (Karve et al., 2010). Estas e muitas outras questões 
continuam em debate e muito falta desvendar nos mecanismos celulares do 
desenvolvimento desta pandemia. 
Na última década têm surgido várias propostas de avaliação da glicémia, 
insulinémia e acção da insulina após a refeição (Ceriello, 2009; Lautt et al., 
2001). É após a refeição que o organismo tem que lidar com um load de nu-
trientes que surgem da refeição, sendo nesta altura que a HISS desempenha 
o seu papel hipoglicemiante.  
Propõe-se que a HISS seja um dos primeiros parâmetros a diminuir estan-
do na génese da resistência à insulina (Lautt, 2002). Alguma alteração neste 
mecanismo só será visível se o diagnóstico for feito durante este estado 
nutricional (no pós-prandial).   
Será importante referir que a prova de tolerância à glucose não é um re-
fl exo do pós-prandial uma vez que na rotina diária não ingerimos só glí-
cidos, pelo que a contribuição dos lípidos e das proteínas no metabolismo 
glucídico também deverá ser avaliada. Mais ainda a glucose por si só não 
desencadeia a secreção da HISS, pelo que será importante também incluir 
os restantes nutrientes para que a avaliação possa refl ectir cada vez mais a 
total resposta pós-prandial do indivíduo (Sadri et al., 2006). 
Numa tentativa de melhor entender o desenvolvimento da doença  propõe-
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se  que  uma  das  primeiras  disfunções  a  ocorrer se traduza numa incapaci-
dade de lidar com a refeição, nomeadamente por decréscimo na síntese da 
HISS (Lautt, 2002). Esta disfunção será também acompanhada por aumento 
do stress oxidativo e infl amação celular (Ceriello et al., 2004; Torres-Leal et 
al., 2010). Cria-se assim um ciclo vicioso onde o GSH é desviado para o 
combate ao stress oxidativo perdendo a sua função na sensibilidade à insu-
lina. A diminuição da síntese da HISS será então uma das primeiras alter-
ações a ocorrer na resistência à insulina. 
Mais estudos serão necessários efectuar de forma a perceber a importân-
cia desta substância na manutenção dos níveis de glucose após a refeição. 
Esse é também um dos principais objectivos desta dissertação.  
Propomos como eventos de progressão desta doença que na falta de sín-
tese da HISS o organismo começa a adaptação para que a glicémia se man-
tenha dentro do intervalo necessário. Os mecanismos adaptativos inicial-
mente só serão visíveis numa avaliação após a refeição. Após exposição 
continuada aos factores ambientais e genéticos deverá ocorrer um  aumento 
da secreção de insulina, fase da hiperinsulinémia, prosseguida por falência 
da célula β. A hiperglicémia crónica característica da intolerância à glucose 
só se observará numa fase tardia da progressão da doença, daí que o diag-
nóstico desta patologia baseado apenas na glicémia em jejum ou na prova 
de tolerância à glucose oral pareça desajustado (Figura 8). 
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Figura 8:Principais alterações no desenvolvimento da diabetes tipo 2. A diminuição da 
secreção da HISS deverá ser uma das primeiras disfunções a ocorrer, sendo que es-
tas alterações serão apenas visíveis após a refeição. Esta disfunção na sua síntese 
deverá ocorrer devido a alterações do glutationo e do óxido nítrico (NO) hepático 
que terão também implicações na capacidade antioxidante do organismo  resultando 
assim num aumento do stress oxidativo e infl amação. Nesta fase não será visível 
qualquer alteração da glicémia ou secreção de insulina, pelo menos no estado de 
jejum. A disfunção pós-prandial da via da HISS leva a que ocorra um reajustamento 
do organismo que acabará por secretar mais insulina devido à  perca de acção desta. 
A hiperinsulinémia será inicialmente capaz de manter os níveis de glicémia normais 
e só quando o pâncreas perde a sua capacidade de síntese de insulina, ocorrendo 
falência da célula β , então a glicémia em jejum aumentará.  
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Objectivos: 
Esta dissertação divide-se em quatro objectivos.  
Numa primeira parte do trabalho estudou-se o envolvimento dos ner-
vos parassimpáticos hepáticos na homeostase da glucose logo após a 
refeição, permitindo desta forma incidir sobre outros mecanismos de regu-
lação da glicémia, para além da  insulina. Uma vez que pretendíamos ainda 
saber a repercussão  que estes nervos teriam na captação de glucose e ainda 
avaliar os tecidos/órgãos afectados por este mecanismo, estudou-se também 
a relevância dos nervos parassimpáticos hepáticos na captação perifé-
rica de glucose em vários tecidos/órgãos; 
Até à data nenhum estudo in vivo avaliou o efeito dos S-nitrosotiois 
(RSNOs) na sensibilidade à insulina. Estudou-se o papel dos RSNOS na 
sensibilidade à insulina – da fi siologia à fi siopatologia, de forma a con-
siderar estas substâncias como possíveis fármacos de tratamento da re-
sistência à insulina. 
O óxido nítrico (NO) é considerado uma substância de extrema relevância 
para a acção da insulina, contudo uma caracterização hepática da sin-
tetase de óxido nítrico – da fi siologia à fi siopatologia nunca foi efectuada. 
Desta forma este é o quarto objectivo desta dissertação.  
 
60
Hipóteses 
1. Envolvimento dos nervos parassimpáticos hepáticos na ho-
meostase da glucose após a refeição 
O primeiro objectivo do trabalho foi avaliar a importância do fígado, no-
meadamente a importância dos nervos parassimpáticos hepáticos, na ho-
meostase da glucose num período logo após a  refeição. Assim, propôs-se a 
seguinte hipótese:  
Hipótese 1: Os nervos parassimpáticos hepáticos são fundamentais no 
mecanismo de homeostase da glucose após  a refeição. A disfunção destes 
nervos leva a um aumento da  excursão de glucose após a refeição. O au-
mento da glicémia é devido à diminuição na taxa de desaparecimento da 
glucose do sangue (diminuição da captação de glucose nos tecidos). A 
taxa de aparecimento e a produção endógena de  glucose não contribuem 
para a hiperglicémia observada. A secreção de insulina também não é 
afectada pelos nervos parassimpáticos hepáticos.
   
2. Relevância dos nervos parassimpáticos hepáticos na cap-
tação periférica de glucose 
A repercussão dos nervos parassimpáticos hepáticos na acção da insulina 
a nível periférico, nos diferentes órgãos não está determinada. Foi alvo de 
estudo a seguinte hipótese:  
Hipótese 2: Os nervos parassimpáticos hepáticos são responsáveis por 
uma maior captação de glucose no músculo-esquelético, coração e rim 
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no estado pós-prandial. Uma ablação destes nervos diminui a captação 
de glucose nestes tecidos.
  
3. Papel dos S-nitrosotiois (RSNOs) na sensibilidade à insu-
lina — da fi siologia à fi siopatologia 
A sensibilidade à insulina é dependente de glutationo (GSH) e NO e estes 
compostos tem elevada afi nidade para se ligarem e formarem RSNOs. O 
principal objectivo desta terceira parte do trabalho foi avaliar os efeitos dos 
RSNOs na sensibilidade à insulina para níveis de sensibilidade à insulina 
baixos, submetidos a 24h jejum e/ou ablação dos nervos parassimpáticos 
hepáticos, e ainda para níveis de sensibilidade à insulina máximos (animais 
no estado pós-prandial). Propôs-se testar a seguinte hipótese:  
Hipótese 3: Para baixos níveis de sensibilidade à insulina os S-nitro-
sotiois potenciam a acção da insulina para valores pós-prandiais,esta 
potenciação não ocorre quando estes níveis são máximos.  
Na segunda parte deste capítulo o principal objectivo era reverter a re-
sistência à insulina num modelo animal em que foi administrada uma dieta 
rica em sacarose durante 4 semanas. Assim pretendeu-se avaliar o efeito 
da administração de GSH  e NO directamente no fígado e ainda de RSNOs 
na periferia, na sensibilidade à insulina neste modelo. Propusemos assim a 
seguinte hipótese de trabalho:  
Hipótese 4: Num modelo animal de resistência à insulina, animais com 
dieta rica em sacarose, a co-administração de glutationo e NO no fígado, 
ou de RSNOs na periferia, revertem totalmente a insulino-resistência ob-
servada.  
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4. Caracterização hepática da sintetase de óxido nítrico 
(NOS) — da fi siologia à fi siopatologia. 
Uma vez que o NO é fundamental no mecanismo pós-prandial de resposta 
à insulina fez-se uma caracterização hepática da expressão e actividade 
do enzima que sintetiza NO – NOS. Quantifi cou-se o NO no fígado em 
jejum e no estado pós-prandial numa situação controlo. Fez-se ainda uma 
caracterização de todo o mecanismo que envolve a síntese de NO no fí-
gado desde a insulino-resistência até à diabetes tipo 2. Assim a hipótese 
de trabalho foi:  
Hipótese 5: A síntese de NO aumenta do estado de jejum para o pós-
prandial. Este aumento decorre principalmente da actividade hepática 
da NOS, correlacionando-se com o aumento da sensibilidade à insulina 
pós-prandial. Mais ainda, a síntese de NO encontra-se comprometida 
no fígado de modelos animais patológicos associados a resistência à 
insulina sendo que estabelecer-se-á uma correlação entre o NO hepáti-
co e a sensibilidade à insulina.  
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3.1 - Animais 
Todos os procedimentos realizados ao longo desta dissertação  seguiram 
as directrizes comunitárias para a manipulação e experimentação animal 
(Directiva  86/699/EC), bem como a legislação produzida pelo Estado 
Português para o efeito (Decreto Lei n.º 1005/92, de 23 Outubro).  
Os animais utilizados tiveram diferentes proveniências, conforme o 
objectivo do estudo. Ao longo desta dissertação foram utilizados ratos 
Wistar do Biotério da Faculdade de Ciências Médicas – UNL. Os ratos 
Sprague-Dawley, Zucker fatty obesos (fa/fa, OZR), Zucker diabéticos 
obesos (ZDF) e ratos  Zucker não obesos e não diabéticos (fa/+, LZR), 
foram fornecidos pela Charles River, Espanha. Estes chegavam às in-
stalações do Biotério da Faculdade de Ciências Médicas – UNL pelo 
menos 1 semana antes da sua utilização de forma a permitir a aclimati-
zação e quarentena nestas novas instalações. Os animais permaneceram 
anestesiados durante toda a experiência, procedendo-se à eutanásia com 
uma injecção letal de pentobarbital sódico, de acordo com a directiva 
supra-mencionada (Dec. Lei n.º 1005/92). 
3.2 - Dietas 
Os animais Wistar, Sprague Dawley, Zucker não obeso e não diabético 
e Zucker obeso uma vez nas instalações do biotério foram alimenta-
dos com dieta de manutenção (Special Diets Services, SDS Diets, Reino 
Unido). Os ratos Wistar com dieta rica em sacarose também foram ali-
mentados com esta ração embora no biberão a água fosse substituída por 
uma solução aquosa de sacarose 35% (p/v). Os animais com dieta rica 
em  lípidos foram alimentados com uma ração especial em que o teor 
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lipídico estava aumentado (60% conteúdo  calórico) (Dio  Series Diets D12492, 
Research Diets Inc., EUA). O rato Zucker diabético foi também submetido 
a outra dieta em que o teor lipídico era o dobro da dieta controlo  (Purina 
5008, Labdiet,  EUA). Na tabela apresentam-se o conteúdo calórico das vári-
as rações utilizadas. 
Tabela 4: Conteúdo calórico de cada uma das dietas administradas aos animais para os 
diferentes estudos ao longo desta dissertação. A dieta de manutenção utilizada nas 
instalações do biotério foi a SDS Diets que foi usada para estudos controlo (Wistar, 
Sprague Dawley, Rato Zucker obeso e rato Zucker não obeso e não diabético). Para estudos 
de dieta rica em lípidos foi utilizada a Dio Series Diets em que o teor lipídico era 
mais elevado (60%). Nos ratos Zucker diabéticos a dieta utilizada também tinha 
maior teor lipídico conforme recomendado pelo fornecedor dos animais para que 
estes desenvolvessem diabetes tipo 2. 
3.3 - Procedimento Pré-Cirúrgico 
No dia anterior à experiência os animais foram submetidos a um jejum de 
24 horas. Sempre que o protocolo o requeria, após o período de jejum os an-
imais eram alimentados com  ração durante 2h. Este procedimento em que 
todos os animais, após o período de 24h jejum, têm acesso à comida durante 
2h assegura que todos comeram e que se encontram no mesmo estado nu-
tricional (pós-prandial). Todos os procedimentos experimentais começaram 
entre as 10:00 e as 11:00h.  
Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com  uma  injecção 
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de pentobarbital sódico (65mg/kg). Este foi o anestésico utilizado em todos 
os procedimentos efectuados, uma vez que não tem efeitos marcados na 
hemodinâmica esplâncnica (Kvietys et al., 1982) e na absorção de nutrientes 
(Penicaud et al., 1987). A opção do pentobarbital sódico como anestésico foi 
também corroborada por estudos efectuados por Latour e colaboradores 
onde se observou que a sensibilidade à insulina não é alterada pelo pento-
barbital sódico (Latour et al.,  2002a). Este autores observaram que não havia 
diferenças na acção da insulina em ratos anestesiados quando comparados 
com animais conscientes (Latour et al., 2002a). 
Depois de anestesiados os animais foram colocados numa unidade ho-
meotérmica de aquecimento (Harvard Apparatus, EUA) mantida a 37±0.5oC. 
A temperatura foi monitorizada continuamente pela inserção de uma sonda 
rectal que se encontrava ligada à unidade homeotérmica de aquecimento.  
3.4 - Procedimentos Cirúrgicos 
Traqueostomia 
Após anestesia, iniciou-se o procedimento cirúrgico. Primeiramente fez-
se uma traqueostomia baixa, de forma a permitir a respiração espontânea do 
animal ao longo de toda a experiência. Para tal, procedeu-se à inserção de 
um tubo de  polietileno (PE240, Intramedic®, Beckton and Dickinson, EUA) 
com cerca de 20 mm na traqueia. 
Circuito arterio-venoso 
Seguidamente  procedeu-se  à  colocação  de  um  circuito  arterio-venoso. 
Este consiste num circuito vascular extra-corporal que permite a recolha de 
amostras de sangue arterial, facilita a perfusão de fármacos por via intrave-
nosa e, porque se encontrava ligado a um transdutor de pressões (associado 
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a  um sistema de aquisição de dados Powerlab 8/s, AD Instruments;  Chart/Maclab 
Software, EUA), permite a monitorização contínua da pressão arterial média 
ao longo de toda a experiência. Este circuito é constituído por três man-
gas de silicone (MasterFlex Platinum®, Cole Parmer, EUA) que se encontram 
ligadas por um tubo de polietileno em forma de “T” (Kartell, Itália). Nas 
extremidades das mangas de silicone colocaram-se 2 tubos de polietileno 
de menor espessura que foram posteriormente introduzidos nos vasos ar-
téria/veia (PE50, Intramedic®, Beckton  and Dickinson, EUA). Este circuito 
arterio-venoso foi inserido na artéria e veia femoral. Uma vez que estes 
circuitos vasculares extra-corporais aumentam a probabilidade de formação 
de coágulos, o circuito foi previamente preenchido com uma solução de 
heparina (200UI/ml). 
Cateterização da veia porta 
Sempre que foi necessário administrar fármacos directamente no fígado, 
procedeu-se à cateterização da veia porta. Para tal, efectuou-se uma lapa-
rotomia mediana, seguida de isolamento da veia porta. Inseriu-se um cateter 
(24G Óptica IV, 19mm Johnson and Johnson, EUA) intravenoso na veia porta 
que foi posteriormente fi xado com cola biológica (Histoacryl®, BBraun, Por-
tugal). Este cateter permitiu a administração de fármacos directamente no 
fígado. 
 
Cateterização do intestino 
Sempre que necessário procedeu-se também à cateterização entérica. Para 
tal, após a laparotomia mediana, procedeu-se ao isolamento da porção duo-
denal do intestino, onde se inseriu primeiramente uma banda de forma a 
impedir o fl uxo de alimentos para o estômago. Após colocação da banda no 
duodeno, a 1-2 cm do piloro, colocou-se um cateter (24G Óptica IV,19mm 
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Johnson and Johnson, EUA) que foi fi xado com cola biológica (Histoacryl®, 
BBraun, Portugal). Este cateter permitiu a administração das refeições líqui-
das directamente no intestino.
 
Desnervação Parassimpática Hepática 
Após laparotomia mediana isolou-se o feixe de nervos e o tecido conjun-
tivo que se encontravam em torno da artéria hepática comum. Com auxílio 
de uma pinça de pontas curvas  procedeu-se à secção do feixe de nervos e 
do tecido conjuntivo previamente isolado. Embora o plexo anterior hepático 
englobe fi bras simpáticas e parassimpáticas, as alterações observadas na 
sensibilidade à insulina parecem ser exclusivas do sistema parassimpático. 
Tal conclusão foi tirada a partir das observações de que os efeitos hepáticos 
de estimulação deste plexo não eram afectados pela destruição selectiva 
dos nervos simpáticos (Lautt  et  al., 1978b) e que a insulino-resistência pro-
duzida por esta desnervação não era agravada pela vagotomia bilateral (Xie 
et  al., 1993). 
3.5 - Colheita de amostras 
Sangue 
Amostras de sangue arterial foram colhidas directamente da artéria femoral 
por punção do lado arterial da manga de silicone do circuito arterio-venoso. 
Estas amostras foram recolhidas lentamente para evitar hemólise e foram 
rapidamente colocadas em gelo. 
Plasma 
Para a obtenção de plasma recolheu-se o sangue do lado arterial do cir-
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cuito e procedeu-se à sua centrifugação a 12000g durante 5 minutos (Mi-
crocentrifuga Sigma 1-13, Alemanha).   
Tecidos 
No fi nal dos protocolos experimentais e sempre que adequado, foram 
retirados vários tecidos, nomeadamente músculo-esquelético, tecido adi-
poso, fígado, rim, pâncreas e coração que foram revestidos em papel de 
alumínio. Estas amostras foram rapidamente congeladas em azoto líqui-
do e foram guardadas para posterior análise numa arca -80ºC (-86C ULT 
Freezer, Thermo Scientifi c, EUA). 
 
3.6 - Avaliação da Homeostase da Glucose Pós-prandial 
Teste Rápido de Sensibilidade à Insulina (RIST) 
Para avaliar a sensibilidade à insulina efectuou-se um teste rápido de 
sensibilidade à insulina (RIST) (Lautt et al., 1998). Trata-se de um clamp 
hiperinsulinémico euglicémico que avalia a sensibilidade à insulina pela 
quantidade de glucose que é necessário administrar após a perfusão de um 
bólus de insulina.  
Assim após estabilização e obtenção de valores estáveis de glicémia ar-
terial basal (baseline), inicia-se o teste perfundindo 50 mU/kg de insulina 
a uma taxa de 6ml/h durante 5 minutos (bomba de perfusão BBraun, EUA). 
Um minuto após início da perfusão de insulina, inicia-se a perfusão de 
glucose (100mg/ml)  (bomba de perfusão BBraun, EUA) a uma taxa de 3 mg/
min/kg de peso corporal e procede-se também à primeira determinação de 
glicémia. Esta é determinada de dois em dois minutos e a taxa de  perfusão 
de glucose é ajustada de forma a manter a euglicémia determinada antes 
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de se iniciar o teste. À quantidade total de  glucose necessária para manter 
a euglicémia ao longo do teste designa-se RIST Índex e é o parâmetro 
utilizado para avaliar a sensibilidade à insulina. Quanto maior o RIST 
índex, maior é a sensibilidade à insulina (este encontra-se normalmente rep-
resentado  sob a forma de barra). O RIST é considerado euglicémico quando 
a variação da glicémia ao longo do teste não ultrapassa ±5% da  baseline 
previamente estimada.   
Teste de Tolerância à Refeição intra-entérica 
Utilizou-se um segundo teste que permite avaliar a capacidade de ma-
nutenção da homeostase da glucose: o teste de tolerância à refeição. É 
administrada uma refeição a nível entérico e determinado o perfi l de glu-
cose, péptido-C e insulina ao longo do tempo. Assim as glicémias foram 
determinadas aos tempos 0, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. 
As determinações da insulina e péptido-C foram efectuadas aos tempos 
0, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos. Administraram-se dois tipos 
de refeições, ambas líquidas. Inicialmente foi administrada uma refeição 
comercial Boost®, Nestlé, EUA composta por 0.0168g/ml de lípidos, 
0.042 g/ml  de proteína e 0.173g/ml de glícidos. Numa segunda parte do 
trabalho cada componente da refeição foi separadamente adicionado e a 
refeição no fi nal  fi cou com a seguinte composição: 0.0382 g/ml de lípi-
dos  (Lipofundina MCT/LCT 20%, BBraun, Portugal), 0.084 g/ml de proteína 
(Aminoplasmal Hepa, 15g N/I, BBraun, Portugal) e  0.173g/ml de glucose (D-
Glucose, Sigma, Portugal). A refeição foi preparada diariamente em água e 
administrada directamente no intestino. Ambas as refeições foram admin-
istradas numa dose 10 ml/ kg a 60ml/h.  
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3.7 - Duplo enriquecimento da refeição com [6,6-2H
2
]Glu-
cose e [U13C]Glucose  
 Nesta parte da dissertação onde se pretendia estudar o envolvimento dos 
nervos parassimpáticos hepáticos na homeostase da glucose, enriqueceu-
se a solução de glucose que compunha a refeição com 5% de [6,6-2H
2
]
glucose, de forma a analisar por espectometria de massa a taxa de apareci-
mento deste composto no sangue após a refeição. Utilizou-se ainda um se-
gundo tracer, uma solução de [U13C] glucose (9mg/kg) e a partir da análise 
de ambos os tracers procedeu-se à quantifi cação da produção endógena 
de glucose não só durante o jejum mas também após a refeição. A solução 
de [U13C] glucose foi perfundida durante toda a experiência a uma taxa de 
perfusão de 1ml/h.  
O enriquecimento de ambos os tracers foi determinado tendo em conta 
o protocolo de van Dijk e colaboradores (van Dijk et  al., 2003). Com o uso 
do duplo tracer foi possível calcular, por modelação matemática, a taxa de 
aparecimento de glucose no plasma, a contribuição da produção endógena 
de glucose antes e durante a refeição e ainda calcular a taxa de desapare-
cimento da glucose para os tecidos. 
3.8 - Determinação dos níveis plasmáticos de glucose, insu-
lina e péptido – C 
Os níveis plasmáticos de glucose foram determinados pelo método do 
oxidase de glucose utilizando um analisador de glucose (YSI Glucose Ana-
lyser 1500, Yellow Springs Instrument Inc, EUA). A determinação dos níveis 
plasmáticos de insulina e de péptido-C foi feita por ensaio imunoen-
zimático (ELISA) utilizando kits específi cos para  cada determinação  (In-
sulina: Mercodia Ultrasenitive Rat Insulin Elisa kit, e péptido-C: Mercodia Rat 
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C-peptide kit, Mercodia, Suécia). Este método baseia-se na ligação da insu-
lina ou péptido-C ao anticorpo conjugado com peroxidase que emite  ab-
sorvência quando ligado ao substrato tetrametilbenzidina (TMB) emitindo 
coloração com absorvência a 450nm (leitor de placas BiotrakII Amersham 
Biosciences, Portugal). Para níveis elevados de insulina e péptido-C as 
amostras plasmáticas foram diluídas 10x e 2x, respectivamente de forma 
a ser possível a sua detecção. A glicémia é expressa em mg/dl. Os níveis 
de insulina  são expressos em µg/l. Os níveis plasmáticos de péptido C são 
expressos em pmol/l. 
3.9 - Determinação dos níveis plasmáticos de ácidos gordos 
livres 
Os níveis plasmáticos de ácidos gordos livres foram determinados por 
espectrofotometria utizizando um kit específi co (96 well Serum/Plasma 
Fatty Acid Kit, Zen Bio, EUA). Este baseia-se na determinação de ácidos 
gordos não esterifi cados que com reacção com o sintetase de acil CoA, 
oxidase de acil-CoA e o peroxidase forma um produto cíclico que absorve 
a 550nm,  permitindo assim a sua quantifi cação (leitor de placas BiotrakII 
Amersham  Biosciences, Portugal). Os ácidos gordos livres quantifi cados 
são expressos em µM.
3.10 - Determinação da expressão da Sintetase do Óxido 
Nítrico (NOS) 
Procedeu-se à extracção do RNA das amostras hepáticas utilizando um 
kit de extracção de RNA (GenElute Mammalian Total RNA kit, Sigma, EUA). 
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Posteriormente fez-se a transcrição reversa do RNA total para DNA com-
plementar (cDNA) utilizando também um kit (High capacity cDNA Archive 
kit, Applied Biosystems, EUA). A expressão dos enzimas da NOS foi efec-
tuada usando a reacção de polimerase em cadeia em tempo real (rtPCR) por 
transcriptase reversa utilizando sondas Taqman (Applied Biosystems,  EUA). 
As referências de sequenciação do gene foram as seguintes: NOS1 (neu-
ronal (nNOS)), Rn00583793_m1; NOS2 (indutível (iNOS)), Rn00561646_ 
m1 e NOS3 (endotelial (eNOS)), Rn02132634_s1 (Applied Biosystems, 
EUA). β-actina foi utilizada como controlo endógeno (4352931E, Applied 
Biosytems, EUA). Os resultados são apresentados na forma de comparação 
relativa não só em relação ao controlo endógeno (β-actina) mas comparan-
do sempre em relação aos animais controlos (assumindo que expressam 
100% do gene). 
3.11 - Determinação da actividade total da Sintetase do Óxi-
do Nítrico (NOS) 
A determinação da actividade enzimática do NOS foi efectuada utilizando 
um kit (NOS activity assay kit, Cayman Chemical Company, EUA). Esta de-
terminação baseia-se na conversão da arginina a citrulina, conversão essa 
que é feita por este enzima. A partir da reacção enzimática catalizada pela 
NOS é possível quantifi car a citrulina obtida que, por estequeometria da 
reacção corresponde ao NO formado. Neste kit utiliza-se como substrato 
arginina marcada radioactivamente ([3H]-arginina, PerkinElmer, EUA) que na 
presença de NADPH, oxigénio, cálcio, calmodulina e tetrabiopterina (BH
4
) 
forma [3H] citrulina permitindo assim por medição das cintilações (Mi-
croBeta  Plate  Counter, PerkineElmer,  EUA) calcular a actividade enzimática 
da NOS (pmol/min/mg proteína). A quantifi cação proteica foi determinada 
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pelo método de Bradford, com análise  da absorvência a 595nm por espec-
trofotometria (leitor de placas  BiotrakII Amersham Biosciences, Portugal).  
3.12 - Determinação dos níveis de óxido nítrico hepático 
O NO hepático foi determinado por quimioluminescência utilizando um 
analisador de NO (Sievers 280 NO analyser, Sievers Instruments, EUA). O ni-
trito e nitrato hepático é reduzido a NO quando em contacto com o vanádio 
a 90oC. O NO formado em reacção com o ozono emite um fotão que é detec-
tado num fotomultiplicador que emite um sinal eléctrico que é quantifi cado. 
Os resultados são apresentados em µM/g fígado. O tratamento efectuado 
por Afonso e colaboradores (Afonso  et al., 2006) a amostras plasmáticas foi 
ajustado para extractos de fígado. As amostras de fígado foram homoge-
neizadas em tampão Tris-HCl pH 7.4 com 10 mM EDTA e 10 mM EGTA. 
Depois de homogeneizadas as amostras hepáticas foram centrifugadas a 
10,000g durante 15 minutos a 4°C. Retirou-se o sobrenadante e procedeu-
se à desproteinização das amostras. Para tal diluiu-se o sobrenadante com 
etanol absoluto (3x volume a 4°C). Agitou-se no vórtex e colocou-se em gelo 
durante 30 minutos. Após este período centrifugou-se a amostra a 12,000g 
durante 5 minutos e recolheu-se o sobrenadante. Foi a parir do sobrenadante 
que  se fez a análise por quimioluminescência. 
3.13 - Doseamento de proteínas 
A quantidade de proteína das várias amostras analisadas foi determinada 
pelo método de Bradford. Para cada 100 µl de amostra (ou  padrões  de  soro 
de albumina de bovino) foram adicionados 3 ml de reagente de Bradford. 
Posteriormente, os tubos foram agitados e incubados à temperatura ambi-
ente  durante 30 minutos. Determinou-se a quantidade de proteína em cada 
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amostra medindo a absorvência a 595nm (leitor de  placas  BiotrakII  Amer-
sham  Biosciences, Portugal) (Bradford,  1976). 
3.14 - Análise estatística 
Os valores apresentados ao longo desta dissertação correspondem a médi-
as ± erro padrão da média (SEM). A signifi cância da diferença entre as mé-
dias foi calculada através de teste t de student para comparação de 2 grupos 
emparelhados ou não emparelhados conforme o tipo de dados a analisar. 
Foi utilizada análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni 
para comparação entre vários grupos. Para valores de p <0.05 considerou-se 
existir diferença estatística. Utilizou-se o programa Graph Pad Prism (Graph 
Pad software Inc, EUA) para a elaboração dos gráfi cos e análise estatística 
dos dados.  
3.15 - Reagentes e Soluções 
A D-glucose, 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1), S-nitro-
soglutationo (GSNO), S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), cloreto de 
vanádio (VCl
3
), nitrato de sódio (Na
2
NO
3
), 5´trifosfato de adenosina (ATP), 
ácido etilenodiaminatetraacético (EDTA), Tris, sacarose, ácido clorídrico 
(HCl), glutationo reduzido (GSH), fosfato de nucleótido de adenina e nico-
tinamida reduzido (NADPH) foram adquiridos à Sigma Aldrich Chemical 
Co., Portugal. A solução de pentobarbital sódico – Eutasil® foi adquirida 
à Sanofi  Veterinária, Portugal. A heparina, NaCl 0.9% e a cola biológica 
(HistoAcryl®) foram adquiridos à B-Braun, Portugal. A insulina regular 
à Actrapid ®Novo Nordisk, Portugal. O ester de monoetilo de glutationo 
(GSH-E) foi adquirido à Bachem, Suiça. Todos os reagentes eram do maior 
grau de pureza existente no mercado. Todas as soluções foram preparadas 
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em solução de NaCl 0.9%  com excepção do SNAP que foi preparado numa 
solução salina  de 1% etanol (v/v).    
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4.1 Envolvimento dos nervos parassimpáticos hepáticos na 
homeostase da glucose após a refeição.  
Introdução 
É já consensual que o fígado desempenha um papel fundamental na acção 
periférica da insulina (Lautt et al., 2001). Neste contexto sabe-se que qualquer 
disfunção vagal neste órgão leva a resistência à insulina (Lautt, 1980). Con-
tinua, no entanto, por esclarecer o envolvimento dos nervos parassimpáti-
cos hepáticos na homeostase da glucose no período imediatamente após 
uma refeição.  
Propõe-se como hipótese de trabalho que os nervos parassimpáticos 
hepáticos são fundamentais no mecanismo de homeostase da glucose 
após a refeição,  atenuando as excursões de glucose nesta fase absorpti-
va. Uma disfunção destes nervos leva a um maior aumento da glicémia, 
após a refeição, a qual se deve à diminuição da captação de glucose 
nos tecidos. A hiperglicémia observada em animais com desnervação 
parassimpática hepática deve-se exclusivamente a uma diminuição da 
clearance de glucose. A taxa de aparecimento de glucose no sangue e a 
produção endógena de glucose não contribuem para a hiperglicémia 
observada.   
Materiais e Métodos 
Os animais utilizados para estas experiências foram ratos Wistar 
provenientes do Biotério da Faculdade de Ciências Médicas – UNL (12 se-
manas, 341.4±6.1g).Todos os animais fi zeram um jejum de 24h, iniciado na 
véspera. 
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Protocolos Experimentais 
Após o jejum de 24 horas testou-se a sensibilidade à insulina neste estado 
nutricional (RIST Controlo/jejum). Posteriormente dividiram-se os animais 
em dois grupos. Num primeiro grupo procedeu-se à dissecção dos nervos 
parassimpáticos hepáticos ao nível do plexo anterior (ver secção 3.4 dos 
Materiais e Métodos).Testou-se a sensibilidade à insulina neste grupo agora 
desnervado. Num segundo grupo os nervos parassimpáticos hepáticos fi c-
aram intactos (Grupo Controlo). Em ambos os grupos administrou-se uma 
refeição líquida mista directamente no intestino (intra-entérica) (ver secção 
3.6 dos Materiais e Métodos). Foram administradas dois tipos de refeições. 
Uma refeição comercial: Boost®, Nestlé e uma refeição mista composta 
por glucose (D-Glucose, Sigma, Portugal), lípidos (Lipofundina MCT/LCT 
20%, BBraun, Portugal) e aminoácidos (Aminoplasmal  Hepa, 15g N/I, BBraun, 
Portugal). A composição de cada uma das refeições encontra-se descrita na 
tabela 5.  
Tabela 5: Composição de cada uma das refeições utilizadas.   
Ambas as refeições foram administradas no intestino a 10 ml/ kg a 60 
ml/h. Após administração da refeição retiraram-se amostras para determi-
nação dos níveis plasmáticos de glucose, insulina e péptido-C aos tempos 0, 
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2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120  minutos. Ao fi m dos 120 minutos aval-
iou-se a sensibilidade à  insulina nos dois grupos (Controlo vs Desnervação). 
O principal objectivo desta parte do trabalho seria avaliar a cinética da 
absorção e a clearance de glucose após um load de glucose, lípidos e pro-
teínas. Pretendíamos ainda determinar a produção endógena glucose e a 
taxa de desaparecimento da glucose  para os tecidos e relacionar com o 
mecanismo pós-prandial dependente do parassimpático. Procedeu-se assim 
ao duplo enriquecimento com U-13C glucose e [6,6-2H
2
] glucose  para que 
a partir de modelação matemática previamente descrita por Mari e colabo-
radores se fi zessem estes cálculos (Mari et al.,  2003). Foi necessário ad-
ministrar com a refeição uma quantidade conhecida de glucose de forma a 
esta ser enriquecida 5% com [6,6-2H
2
] glucose. Preparou-se uma solução de 
glucose de concentração conhecida e semelhante à concentração de glícidos 
presentes na refeição comercial. Esta segunda refeição mista foi preparada 
com os constituintes fundamentais e o mais próximo possível da refeição 
comercial Boost® (tabela 4). Paralelamente e 60 minutos antes da admin-
istração da refeição enriquecida administrou-se um segundo tracer U-13C 
glucose (9mg/kg – 0.5% da produção endógena de glucose). A administração 
de ambos os tracers permitiu calcular a taxa de aparecimento de glucose na 
circulação, a produção endógena de glucose e a clearance da glucose e de-
terminar assim quais os parâmetros que foram afectados pela desnervação 
parassimpática hepática.   
Resultados 
Todos os animais foram testados com 12 semanas de idade e não houve 
diferenças signifi cativas de peso, pressão arterial, níveis de glucose, insu-
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Sensibilidade à insulina  
A sensibilidade à insulina foi testada após 24h jejum, e posteriormente 
procedeu-se à desnervação parassimpática hepática, ainda em jejum. Neste 
grupo testou-se a sensibilidade à insulina após este procedimento cirúrgico 
de forma a comprovar que neste estado nutricional os nervos parassimpáti-
cos hepáticos não têm qualquer efeito na sensibilidade à insulina por si só 
(estes aumentam a sua actividade após a ingestão de uma refeição) (Figura  9). Em 
jejum e após a desnervação parassimpática hepática não ocorreu qualquer 
alteração da sensibilidade à  insulina: jejum antes da desnervação, 93.5±3.7 
mg glucose/kg e após desnervação, 101.7±10.2 mg glucose/kg (n=5).  
lina e péptido – C nos dois grupos testados (no jejum): grupo Controlo e 
grupo Desnervação (tabela 6). 
Tabela 6: Valores de peso corporal, pressão arterial média, níveis plasmáticos de glucose, 
insulina e péptido-C após 24h jejum, no grupo Controlo e grupo Desnervação. 
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Figura 9: Sensibilidade à insulina determinada em animais jejuados antes ou após ablação 
dos nervos parassimpáticos hepáticos. A sensibilidade à insulina no jejum não se 
alterou quando se procedeu à desnervação parassimpática hepática, indicando-nos 
que estes nervos não têm qualquer efeito na sensibilidade à insulina neste estado 
nutricional (n=5). 
  
Após  observação  que  os  nervos  parassimpáticos  hepáticos  não afecta-
vam a sensibilidade à insulina no estado de jejum  administrou-se a refeição: 
comercial Boost® ou Mista (glucose,  lípidos  e  aminoácidos). 120 minutos 
após a administração da refeição testou-se a sensibilidade à insulina nos 
dois grupos. No grupo Controlo, com os nervos parassimpáticos hepáti-
cos  intactos, ocorreu um aumento considerável da sensibilidade à  insu-
lina com ambas as refeições testadas (Figura 10A e A´). Refeição comercial 
Boost® A sensibilidade à insulina em jejum era de 105.7±6.6 mg glucose/
kg e aumentou para 194.0±14.5 mg glucose/kg (n=7, p <0.01) potenciando 
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em 88.4±19.9% (Figura 10A). Refeição mista: a sensibilidade à insulina em 
jejum era de 99.6±17.6 mg glucose/kg e aumentou para 203.4±31.1 mg 
glucose/kg (n=7,  p <0.05) (Figura  10A’), levando a uma potenciação de 
111.9±30.0%. No grupo Desnervação a potenciação após a refeição não 
ocorreu, independentemente da refeição administrada (Figura  10B e B´).   
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Figura 10: Sensibilidade à insulina determinada pelo teste rápido de sensibilidade à in-
sulina (RIST) no grupo Controlo e grupo Desnervação com dois tipos de refeições. 
Quer a administração da refeição comercial Boost®, quer a refeição mista aumenta-
ram a sensibilidade à insulina em 88.4±19.9% (n=7) (A) e 111.9±30.0% (n=7) (A´), 
respectivamente com os nervos parassimpáticos intactos (grupo Controlo). Quando 
os nervos parassimpáticos hepáticos foram seccionados, antes da administração 
das respectivas refeições, o aumento da sensibilidade à insulina não ocorreu, inde-
pendentemente da refeição administrada (refeição comercial Boost n=6 (B);refeição 
mista n=7 (B´)). **, p <0.01 comparando jejum e após refeição comercial Boost; *, 
p <0.05 comparando jejum e após refeição mista (glucose, lípidos e aminoácidos). 
Teste de Tolerância à Refeição intra-entérica 
Procedeu-se à determinação dos níveis plasmáticos de glucose, insulina 
e péptido-C, ao longo do tempo até aos 120  minutos, após a administração 
de ambas as refeições. Quando se seccionou os nervos parassimpáticos 
hepáticos a manutenção da homeostase da glucose fi cou comprometida, in-
dependentemente da refeição administrada (Figura  11). Ambas as refeições 
têm um efeito semelhante nas glicémias, efeito esse que é dependente da 
integridade dos nervos parassimpáticos hepáticos. Sempre que se seccionou 
estes nervos ocorreu um aumento das glicémias, resultando num aumento 
signifi cativo da área sob a curva calculada a partir do perfi l obtido de gli-
cémias.  
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Figura 11: Níveis plasmáticos de glucose determinados ao longo de 120 minutos após ad-
ministração entérica de uma refeição comercial (Boost®, Nestlé) (A) ou refeição mista 
(glucose, lípidos e aminoácidos) (A´). A mesma refeição foi administrada a um grupo 
controlo, com os nervos parassimpáticos hepáticos intactos (quadrados brancos) e 
a animais onde se tinha efectuado a desnervação parassimpática hepática ao nível 
do plexo anterior (triângulos escuros). Do cálculo das áreas sob a curva das glicémias 
de ambas as refeições testadas observou-se que no grupo Desnervação as excursões 
de  glucose são superiores resultando numa maior área sob a curva. Este efeito foi 
observado em ambas as refeições testadas. É necessário manter a funcionalidade 
destes nervos parassimpáticos hepáticos para que a homeostase da glucose após a 
refeição seja mantida. **, ***, 0.01 e 0,001  comparando o grupo Controlo e o grupo 
Desnervação. 
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Os níveis plasmáticos de péptido – C (Figura 12A e A´) e de insulina (Fig-
ura 12B e B´) aumentaram após a administração da refeição, sendo que a 
refeição mista aumentou mais a secreção de péptido-C e insulina que a 
refeição comercial. Contudo quando para a mesma refeição se comparou 
o grupo Controlo com o grupo Desnervação os perfi s obtidos foram sobre-
poníveis ao longo dos 120 minutos do teste, o que sugere que as variações 
de glicémia observadas após a desnervação parassimpática hepática não 
se devem a alterações na secreção e/ou níveis plasmáticos de insulina. Da 
análise dos valores obtidos podemos inferir que os nervos parassimpáticos 
hepáticos são fundamentais na manutenção da homeostase da glucose.
  
Figura 12: Níveis plasmáticos de péptido-C (A e A´) e de insulina (B e B´) das duas refeições 
testadas (refeição comercial Boost® e refeição mista (glucose, lípidos e aminoácidos) em 
animais com ou sem os nervos parassimpáticos hepáticos. Apesar da refeição mista 
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Figura 13: Quantifi cação dos ácidos gordos livres plasmáticos antes e durante a refeição 
mista (glucose, lípidos e aminoácidos), ao longo dos 120 minutos. Ocorreu uma di-
minuição destes com a administração da refeição, contudo os perfi s mais uma vez 
são sobreponíveis indicando que este procedimento cirúrgico não afectou o per-
fi l lipídico, pelo menos os ácidos gordos livre no plasma. Grupo Controlo:  n=7; 
Grupo Desnervação: n=7. 
induzir um maior aumento da secreção de insulina em relação à refeição comercial, 
para a mesma refeição não ocorrem diferenças na secreção de insulina entre o grupo 
Controlo e o grupo Desnervação (em todos os gráfi cos os perfi s são sobreponíveis). 
O mecanismo de homeostase da glucose dependente dos nervos parassimpáticos 
hepáticos não se relaciona com a secreção e/ou níveis de  insulina. 
Na refeição mista ainda se determinou os níveis plasmáticos de ácidos 
gordos livres durante os 120 minutos após a refeição.  Os perfi s obtidos para 
esta refeição foram iguais e sobreponíveis em ambos os grupos testados 
(grupo Controlo, n=7; grupo Desnervação, n=7). Este resultado indica-nos que 
o metabolismo lipídico, pelo menos os ácidos gordos livres não interferem 
na desnervação parassimpática hepática (Figura 13). 
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Duplo enriquecimento da refeição com [6,6-2H
2
]Glucose e [U13C]-Glu-
cose  
Foram administrados antes e com a refeição mista dois tracers, [U13C]
glucose e [6,6-2H
2
]glucose, de forma a avaliar o aparecimento de glucose 
proveniente da refeição, a produção endógena de glucose antes e após a 
refeição e a taxa de desaparecimento desta para os tecidos, com ou sem 
desnervação.   
A produção endógena de glucose com ou sem nervos parassimpáticos 
hepáticos foi calculada no estado de jejum. No grupo Controlo e no grupo 
Desnervação a produção endógena de glucose foi semelhante (Figura 14).
   
Figura 14: Produção endógena de glucose calculada a partir do enriquecimento de [6,6- 
2H
2
]glucose e [U13C]glucose em animais jejuados 24h, com ou sem os nervos paras-
simpáticos hepáticos. Observou-se que não ocorreu qualquer alteração da produção 
endógena de glucose no jejum quando se procedeu à desnervação parassimpática 
hepática (grupo Controlo; n=7; grupo Desnervação: n=7).  
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Após a refeição a produção endógena de glucose também se manteve se-
melhante entre os dois grupos testados. Este parâmetro calculado por mod-
elação matemática (Mari  et  al.,  2003) permitiu concluir que a ablação dos 
nervos parassimpáticos hepáticos não afectou a produção endógena de glu-
cose ao longo da refeição mista (Figura 15).   
Figura 15: Produção endógena de glucose calculada por modelação matemática a partir 
do duplo enriquecimento de [U13C]-glucose e [6,6-2H
2
]glucose. O grupo Controlo e 
o grupo Desnervação apresentaram o mesmo perfi l de produção endógena de glu-
cose ao longo da refeição, indicando que o mecanismo de homeostase de glucose 
dependente dos nervos parassimpáticos hepáticos não se relaciona com a produção 
endógena de glucose. Dos perfi s obtidos para ambos os grupos calculou-se a área 
sob a curva da produção endógena de glucose para cada grupo e observou-se que não 
ocorria qualquer alteração ao longo da refeição. 
Analisou-se a contribuição da glucose da refeição na glicémia a partir da 
análise do enriquecimento de [6,6-2H
2
]glucose e [U13C]glucose. A glucose 
da refeição mista contribuiu de igual forma nos dois grupos analisados, in-
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dicando que a absorção da refeição não foi afectada pela desnervação paras-
simpática hepática (Figura 16).  
Figura 16:Taxa de aparecimento de [6,6-2H
2
] glucose que foi administrada com a refeição 
e [U13C] glucose previamente administrado. Dos resultados obtidos e depois de 
nomalizados para a glicémia observámos que a contribuição da glucose da refeição 
na glicémia foi semelhante entre o grupo Controlo (n=7) e grupo Desnervação (n=7). 
Concluiu-se que este procedimento cirúrgico não afecta a absorção e consequente 
taxa de aparecimento de glucose no sangue. 
Do cálculo da clearance de glucose observámos que no grupo desner-
vado esta se encontra diminuída (Figura 17). Estes resultados indicam que 
as alterações de excursões de glucose no grupo desnervação são devidas 
exclusivamente a uma diminuição da taxa de desaparecimento de glucose 
no plasma.   
90
Figura 17: Clearance de glucose calculada por modelação matemática a partir do duplo 
enriquecimento em [6,6-2H
2
] glucose e [U13C] glucose. A desnervação parassimpáti-
ca hepática diminuiu signifi cativamente a clearance da glucose, o que nos indica 
que o mecanismo de manutenção da glicémia dependem destes nervos. Qualquer 
disfunção autonómica alterará a clearance da glucose e consequentemente levará a 
um aumento das glicémias.  
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Discussão e Conclusão 
Nesta parte da dissertação avaliou-se a importância dos nervos paras-
simpáticos hepáticos na homeostase da glucose após uma refeição compos-
ta por glícidos, lípidos e aminoácidos. De acordo com os resultados obtidos 
para as duas refeições testadas observámos que o sistema parassimpático 
hepático é fundamental na manutenção das excursões de glucose num inter-
valo mais estreito. Esta diferença nas excursões de glucose não se deve a al-
terações na secreção da célula β, na produção endógena de glucose e/ou na 
taxa de aparecimento de glucose no sangue uma vez que estes parâmetros 
são sobreponíveis quando animais controlo e animais desnervados são com-
parados. Estes resultados permitem assim concluir que a ablação dos nervos 
parassimpáticos hepáticos aumentam as excursões de glucose devido a di-
minuição da taxa de desaparecimento de glucose para os tecidos resultante 
de uma diminuição da sensibilidade periférica à insulina. 
Os nervos parassimpáticos hepáticos e a secreção de insulina 
Da análise dos resultados obtidos para os níveis de insulina  e de péptido-
C podemos concluir que a refeição aumenta os níveis de insulina e este per-
fi l não depende da integridade dos nervos parassimpáticos hepáticos. Após 
ablação destes, a secreção de insulina manteve-se nos mesmos níveis que o 
grupo Controlo, o que indica que as diferenças observadas nas excursões  de 
glucose não se devem a qualquer alteração na secreção de insulina. 
Das diferentes refeições testadas observámos que a refeição mista aumen-
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tou mais a secreção de péptido-C e insulina do que a refeição comercial, 
apesar da mesma quantidade de glucose  das  duas  refeições. Está descrito 
que para além da glucose os aminoácidos estimulam a secreção de insulina, 
sendo este mecanismo muito semelhante ao estímulo de secreção de insu-
lina pela glucose. Aminoácidos como alanina, glutamina, leucina e arginina 
têm elevada capacidade de secreção de insulina, uma vez que aumentam a 
razão ATP/ADP levando a um aumento da exocitose das vesículas de insuli-
na (Kahn et al.,  2006; Newsholme et al., 2010). Quando comparámos a quanti-
dade  de  aminoácidos/proteínas das duas refeições utilizadas observámos 
que a refeição mista tem o dobro da concentração quando comparada com a 
refeição comercial, o que indica que o estímulo para a secreção de insulina 
da refeição mista é superior devido à maior quantidade de aminoácidos.
Também a quantidade de lípidos das duas refeições é diferente e sabe-se 
que os ácidos gordos podem estimular a secreção de insulina (Kahn et al., 
2006). Assim quer o aumento de aminoácidos quer  o aumento do teor lipíd-
ico da refeição mista poderão explicar a diferença nos níveis de péptido-C 
e insulina. Apesar desta diferença nas refeições administradas a conclusão 
dos resultados obtidos é semelhante uma vez que o perfi l de insulinémias 
e péptido-C com ou sem nervos parassimpáticos hepáticos é sobreponível 
em ambas as refeições testadas. Desta forma as diferenças das excursões de 
glucose observadas não se  relacionam com a secreção de péptido-C e níveis 
de insulina. 
Os nervos parassimpáticos hepáticos e a produção endógena de glucose 
Uma das principais disfunções descritas na diabetes tipo 2 é um au-
mento da produção endógena de glucose, normalmente associada a uma 
diminuição da acção da insulina neste tecido (DeFronzo, 2004; Kahn et al., 
2006). Vários autores propõem até que disfunção na produção endógena de 
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glucose seja a principal causa da hiperglicémia observada nesta patologia 
(Bock et al., 2007; Rizza, 2010). Os resultados obtidos nesta parte do trabalho 
mostraram que pode ocorrer uma disfunção da acção da insulina sem que a 
produção endógena de glucose seja afectada. Mais ainda estes resultados in-
dicam que o fígado terá um papel fundamental na acção periférica da insulina 
independentemente da sua função clássica no metabolismo da glucose.  Os 
resultados obtidos nesta dissertação mostraram que a produção endógena de 
glucose não se relaciona com o mecanismo de acção da insulina dependente 
dos nervos parassimpáticos hepáticos, contudo será fundamental manter a 
integridade hepática deste mecanismo para que a sensibilidade à insulina 
seja máxima. Qualquer disfunção deste mecanismo  hepático resulta numa 
diminuição da captação periférica de glucose em tecidos extra-hepáticos le-
vando por isso a um aumento da glicémia no plasma. O contributo do fígado 
na clearance periférica de glucose será maior do que até à data está descrito, 
adquirindo um papel fundamental na manutenção da homeostase de glucose 
após a refeição quando o load de  glucose é elevado. 
 
Os nervos parassimpáticos hepáticos e a taxa de aparecimento de glu-
cose na circulação 
A glucose em circulação é resultante de duas fontes. Da produção endó-
gena de glucose e da glucose ingerida dos alimentos e que é absorvida para 
a circulação. Alterações do estilo de vida como a exposição exacerbada a 
açucares tem aumentado exponencialmente e por isso perceber os mecan-
ismos que regulam a sua metabolização torna-se cada vez mais evidente. 
Os resultados obtidos nesta dissertação permitiram concluir que o fígado 
poderá desempenhar um papel fundamental na manutenção da glicémia em 
intervalos mais estreitos independentemente da produção endógena de glu-
cose, desencadeando um mecanismo crucial após uma refeição. Surge assim 
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cada vez mais a noção de que os mecanismos que regulam a homeostase da 
glucose após a refeição são completamente distintos dos mecanismos do 
jejum. Os nervos parassimpáticos hepáticos são um exemplo disso. Dos 
resultados obtidos observámos que estes nervos não têm qualquer efeito na 
regulação da glicémia em jejum, contudo são cruciais na manutenção da ho-
meostase da glucose após uma refeição. Continuava por esclarecer se esta 
regulação poderia ser dependente da absorção dos nutrientes no intestino. 
Os resultados obtidos permitiram destrinçar que este mecanismo hepático é 
independente da absorção uma vez que a taxa de aparecimento de glucose 
no sangue com ou sem os nervos parassimpáticos hepáticos é semelhante.
  
Os nervos parassimpáticos hepáticos e a taxa de desaparecimento de 
glucose da circulação 
A resistência à insulina está associada a uma disfunção da acção desta 
hormona e vários autores descrevem que uma das primeiras alterações a 
ocorrer é ao nível da captação de glucose  no músculo-esquelético e no teci-
do adiposo, órgão de acção da  insulina (Abdul-Ghani et al., 2010; Bouzakri et 
al., 2005; DeFronzo, 2004). Também está muito bem documentado que ocorre 
uma disfunção ao nível da secreção de insulina que causará alterações me-
tabólicas nestes tecidos. Assim a resistência à insulina é caracterizada pela 
disfunção periférica de acção desta hormona associada a uma disfunção ao 
nível da célula β (Kahn et al., 2006). Os resultados obtidos nesta dissertação 
permitiram concluir que podem ocorrer mecanismos que levam a uma dis-
função na captação de glucose independentemente da secreção de insulina 
e da produção endógena de glucose. Observou-se pela primeira vez que 
os nervos parassimpáticos hepáticos serão fundamentais na manutenção da 
homeostase da glucose após a refeição, e que o mecanismo inerente a essa 
manutenção se deve exclusivamente à acção nos tecidos extra-hepáticos 
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surgindo o músculo-esquelético como o principal órgão. Moore e colabora-
dores observaram que após desnervação hepática o músculo-esquelético era 
afectado (Moore et al., 2002). Também Xie e colaboradores observaram que 
aquando da desnervação parassimpática hepática ocorria uma diminuição 
das concentrações de glucose medidas nos gradientes artério-venosos no 
músculo-esquelético sem que órgãos como o fígado ou o intestino fossem 
afectados, sugerindo assim o músculo-esquelético como órgão-alvo deste 
mecanismo (Xie et al., 1996b). Os resultados obtidos permitem concluir que o 
mecanismo pós-prandial dependente dos nervos parassimpáticos hepáticos 
interfere exclusivamente com a captação extra-hepática de glucose. Tendo 
em conta os resultados obtidos e os já publicados o músculo-esquelético 
poderá ser um dos principais órgãos afectados. 
Conclui-se assim que o fígado terá um papel fundamental na captação 
periférica de glucose após uma refeição num mecanismo onde os nervos 
parassimpáticos hepáticos são cruciais. Qualquer disfunção vagal desenca-
deará um desregulação ao nível da captação de glucose extra-hepática que 
levará a um aumento das glicémias após a refeição. Surge assim a propos-
ta cada vez mais evidente que uma avaliação após uma refeição poderá 
destrinçar  novas formas de diagnóstico precoce com alterações celulares 
completamente distintas das alterações que se observariam se continuarmos 
a fazer o diagnóstico da diabetes apenas com base  nos valores do jejum ou 
usando a prova de tolerância à glucose.   
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4.2 Relevância dos nervos parrassimpáticos hepáticos na 
captação periférica de glucose 
 Introdução 
Pelos resultados obtidos no capítulo anterior observámos que os nervos 
parassimpáticos hepáticos são importantes na acção periférica da insulina e 
ainda fundamentais na homeostase da glucose após a refeição. O aumento 
das excursões de glucose logo após a refeição era devido a uma diminuição 
na captação de glucose pelos tecidos, contudo continua por esclarecer quais 
os tecidos envolvidos. Xie e colaboradores observaram que a desnervação 
parassimpática hepática alterava a captação de glucose no músculo-esquelé-
tico sem afectar o fígado e o tracto gastrointestinal (Xie et al., 1996b). Moore 
e colaboradores também observaram que a captação de glucose no músculo 
após desnervação crónica se encontrava diminuída (Moore et al., 2002).  
Nesta secção pretendeu-se avaliar os tecidos específi cos responsáveis pela 
captação de glucose dependente deste mecanismo. A hipótese de trabalho 
foi de que os nervos parassimpáticos hepáticos são responsáveis por 
uma maior captação de glucose no músculo-esquelético, coração e rim. 
A ablação destes nervos diminui a captação de glucose nestes tecidos.  
Materiais e Métodos 
Para estas experiências foram utilizados ratos Sprague-Dawley (8-9 se-
manas: 304.0±8.6g) provenientes da Charles River, Espanha. Para assegurar 
que todos os animais se encontravam no estado pós-prandial estes foram 
submetidos a um jejum de 24h seguido de 2h de acesso a comida na gaiola
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Protocolos Experimentais 
A sensibilidade à insulina foi testada pelo teste rápido de sensibilidade à 
insulina (RIST) em todos os animais no estado pós-prandial. Após efectuar 
o primeiro RIST (controlo) os animais foram divididos em 2 grupos. Num 
primeiro grupo testou-se novamente a sensibilidade à insulina (controlo 2) 
sem que se efectuasse qualquer procedimento cirúrgico. No segundo grupo 
procedeu-se à desnervação dos nervos parassimpáticos  hepáticos (ver secção 
3.3 capítulo de Materiais e Métodos), após o que se testou a sensibilidade à 
insulina. Nos dois grupos testados determinou-se a captação de glucose du-
rante o segundo RIST. Para tal administrou-se um bólus de 250 µCi/kg de 
[3H]2-desoxiglucose (PerkinElmer, Lisboa, Portugal, actividade específi ca 0.74 
TBq/mmol) ao minuto 9 do segundo RIST.  É a partir deste tempo que os 
nervos parassimpáticos hepáticos têm maior relevância na acção da insu-
lina (Lautt et al., 2001). Amostras de sangue foram recolhidas a intervalos 
regulares ao longo do RIST (9, 11, 13, 15, 19, 23 e 30 minutos) e no fi nal do 
teste procedeu-se à remoção dos seguintes tecidos: músculo-esquelético, 
tecido adiposo, fígado, rim, coração e pâncreas. Determinou-se a taxa de 
desaparecimento da [3H]2-desoxiglucose no plasma e a sua incorporação 
nos tecidos. A taxa de desaparecimento do plasma encontra-se expressa em 
cintilações por minuto/ml (CPM/ml). Após a análise das cintilações nos teci-
dos procedeu-se à normalização para a quantidade de [3H]2-desoxiglucose 
no plasma. Assim a incorporação da [3H]2-desoxiglucose nos tecidos está 
expressa em ml/min correspondendo à clearance de glucose. 
Resultados  
Todos os animais foram analisados no estado pós-prandial. Observou-se 
que  a  sensibilidade  à  insulina  no estado pós-prandial foi de 225.5±10.8 
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mg glucose/kg e manteve-se no segundo teste efectuado, 211.4±11.4 mg 
glucose/kg, o que nos indica que o RIST Índex se mantém inalterado du-
rante todo o  procedimento e que a injecção do [3H]2-desoxiglucose du-
rante  o RIST não interfere com a avaliação da sensibilidade à insulina (n=8) 
(Figura 18A). Na fi gura 18B podemos observar que ocorreu um decréscimo 
da sensibilidade à insulina de 41.4±5.2% quando se procedeu à secção dos 
nervos parassimpáticos hepáticos. Assim antes da desnervação hepática o 
RIST Índex era de 229.9±19.3 mg glucose/kg e diminuiu para 137.6±10.1 
mg glucose/kg após a  desnervação (n=11, p <0.01).  
Figura 18: Sensibilidade à insulina determinada no grupo controlo (A) e no grupo onde se 
procedeu à secção dos nervos parassimpáticos hepáticos (B). Figura 1A mostra que 
o RIST se manteve ao longo da experiência e não foi afectado pela administração 
do [3H]2-desoxiglucose (administrado durante o segundo RIST (Controlo 2) (n=8). 
Figura 18B mostra que a desnervação parassimpática hepática é fundamental na 
sensibilidade à insulina e que a secção deste nervos levou a uma diminuição da sen-
sibilidade à insulina de 41.4±5.2% (n=11). ** p<0.01 comparando a sensibilidade  à 
insulina antes e após a desnervação parasimpática hepática.  
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Nos dois grupos testados avaliou-se também os níveis plasmáticos de glu-
cose, insulina e péptido-C e ainda pressão arterial média. Da análise da tab-
ela 7 nenhum dos parâmetros avaliados se encontrava alterado. A secreção 
da célula β foi  mantida após a desnervação o que nos indica que os re-
sultados obtidos não se devem a alterações da secreção da insulina. Não 
se observou também nenhuma alteração da glicémia, nem nenhum efeito 
hemodinâmico (pressão arterial média) associado à desnervação hepática. 
Tabela 7: Parâmetros determinados nos dois grupos de animais testados. Grupo con-
trolo  avaliado no estado pós-prandial com a acção da insulina máxima vs grupo 
desnervação onde se procedeu à secção dos nervos parassimpáticos ao nível do 
plexo anterior hepático. Observou-se que nenhum destes factores analisados se al-
terou quando se procedeu à desnervação parassimpática hepática (grupo Controlo: 
n=8; grupo Desnervação n=11). 
A taxa de desaparecimento do plasma da [3H]2-desoxiglucose foi efec-
tuada pela análise do decaimento da radioactividade em amostras de plasma
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Figura 19:Taxa de desaparecimento de [3H]2-desoxiglucose nos dois grupos testados.
Observou-se que quando se seccionaram os nervos parassimpáticos hepáticos (n=8) 
ocorreu um decréscimo da taxa de desaparecimento deste radioactivo, valor este que 
foi signifi cativo nos primeiros pontos do RIST quando comparados com o grupo 
controlo (n=7). *, ***, P <0.05 e 0.001, respectivamente, comparando cada tempo 
do grupo desnervado com o grupo controlo.  
Observámos ainda pela fi gura 20 que representando a área sob a curva 
da taxa de desaparecimento de [3H]2-desoxiglucose no plasma e a sensibi-
lidade à insulina dos grupos testados ocorria uma correlação negativa com 
um R2 de 0.72 (Figura 20).  
ao longo do tempo. Podemos observar que em  animais onde os nervos 
parassimpáticos foram seccionados (n=8)  a taxa de desaparecimento de 
[3H]2-desoxiglucose foi muito mais  lenta quando comparada com o grupo 
controlo (n=7) (Figura 19).
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Figura 20: Regressão linear da área sob a curva da taxa de desaparecimento de [3H]2-
desoxiglucose em função da sensibilidade à insulina determinada pelo teste rápido 
de sensibilidade à insulina. A sensibilidade à insulina correlacionou-se negativa-
mente  com a área sob a curva da taxa de desaparecimento de [3H]2-desoxiglucose 
do plasma, o que nos indica que para valores de sensibilidade à insulina menores 
(grupo Desnervação) a área sob a curva da  taxa de desaparecimento de [3H]2-
desoxiglucose é maior. Estes dois parâmetros determinados apresentam uma cor-
relação negativa com um r2 de 0.72. 
No fi nal do teste de sensibilidade à insulina foram colhidos vários teci-
dos e determinou-se a glucose captada nos dois grupos testados. O múscu-
lo-esquelético (Figura 21D ), coração (Figura 21E) e rim (Figura 21F) eram 
os tecidos que diminuíam a clearance de glucose quando se procedia à 
desnervação  parassimpática em 45%, 35% e 67%, respectivamente. O teci-
do adiposo (Figura 21A), fígado (Figura 21B) e pâncreas (Figura 21C)  não al-
teraram a sua captação de glucose após a desnervação o que nos indica que 
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estes tecidos não interferem no mecanismo de clearance de glucose pós-
prandial desencadeado pelos nervos parassimpáticos hepáticos (Figura 21).  
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Figura 20: Captação de [3H] 2-Desoxiglucose nos vários tecidos analisados nos dois gru-
pos testados. Comparando o grupo controlo (n=7) (2h pós-prandial) com o grupo 
desnervado (n=8) o tecido adiposo (A), fígado (B) e pâncreas (C) não alteraram 
a clearance de glucose quando se procedeu à secção dos nervos parassimpáticos 
hepáticos. Contudo a integridade destes nervos parece ser fundamental na captação 
de glucose no músculo-esquelético (D), coração (E) e rim (F), mostrando assim a 
importância deste nervos na acção da insulina periférica e consequente clearance 
de glucose não só no músculo-esquelético mas também no coração e no rim. ***, 
* p<0.001 e p <0.05 respectivamente quando comparado o grupo controlo com o 
grupo desnervação. 
Na análise do músculo-esquelético determinou-se ainda a contribuição 
dos vários tipos de fi bras na clearance de glucose. Após a desnervação 
hepática a captação de glucose encontrava-se igualmente diminuída, inde-
pendentemente do tipo de fi bra: fi bras oxidativas ( tipo  1, elevada capacidade 
oxidativa, pouca capacidade glicolítica) – diminuiu em 41.9% a clearance de 
glucose, fi bra glicolíticas (tipo 2 baixa capacidade oxidativa, elevada capaci-
dade glicolítica) – diminuiu em 47.6% a clearance de glucose. 
Representou-se ainda a captação de glucose no organismo, tendo como 
base a contribuição de cada tecido no peso corporal do animal (Afonso et al., 
2010; Almurshed et al., 2000). O músculo-esquelético contribuiu maioritari-
amente para a clearance de glucose, sendo que variou de 69% para 38% de-
pendendo da funcionalidade dos nervos parassimpáticos hepáticos (Figura 
22).  
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Figura 22: Clearance de glucose relativa à contribuição de cada tecido no peso corporal 
do  animal. Os nervos parassimpáticos hepáticos são responsáveis por uma parte 
considerável do aporte de glucose ao músculo-esquelético que diminuiu a sua con-
tribuição de 70% para 38%. O fígado, tecido adiposo e outros tecidos (cérebro) não 
foram afectados pelo sistema parassimpático hepático. Embora o coração e o rim 
também diminuam a sua clearance de glucose após secção dos nervos parassimpáti-
cos hepáticos a sua contribuição total no organismo foi baixa. 
Apesar da maioritária contribuição do músculo-esquelético no organis-
mo como um todo, também a clearance de glucose do rim e do coração 
foi afectada pelos nervos parassimpáticos hepáticos. A Figura 23 mostra a 
contribuição dos nervos parassimpáticos hepáticos nos tecidos que foram 
afectados pela desnervação parassimpática hepática: rim, coração e múscu-
lo-esquelético. Estes resultados indicam que para além da importância dos 
nervos na manutenção da homeostase da glucose este sistema é também re-
sponsável pela manutenção  funcional destes tecidos no estado pós-prandial. 
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Figura 23: Clearance de glucose dos tecidos afectados pela desnervação parassimpática 
hepática. Os nervos parassimpáticos hepáticos são responsáveis pelo aporte de glu-
cose  no rim, coração e músculo-esquelético, em cerca de 67,35 e 45%, respectiva-
mente.
 
Discussão e Conclusão 
A evidência científi ca de que os mecanismos que regulam o estado pós-
prandial são distintos dos mecanismos que regulam o estado de jejum,  trouxe 
novas perspectivas nas formas de avaliar a homeostase da glucose. Nesse 
sentido a regulação parassimpática hepática como mecanismo fundamen-
tal na acção da insulina pós-prandial tem vindo a ganhar maior relevância. 
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Neste estudo mostrou-se pela primeira vez que a clearance de glucose do 
músculo-esquelético, coração e rim é dependente da integridade funcional 
dos nervos parassimpáticos hepáticos. Esta conclusão baseia-se na ob-
servação de que aquando da ablação dos nervos parassimpáticos hepáticos 
a clearance de glucose do músculo-esquelético, coração e rim diminuíram 
45%,  35% e 67%, respectivamente, enquanto que o tecido adiposo, fígado 
e o pâncreas não foram afectados. Estas alterações na clearance de glucose 
correlaciona-se com uma diminuição da sensibilidade à insulina e um au-
mento da quantidade de [3H]2-desoxiglucose que permanece no plasma. 
Determinou-se ainda a contribuição de cada órgão na clearance  de glucose 
do organismo no estado pós-prandial, com e sem os nervos parassimpáticos 
hepáticos. Observou-se que o músculo-esquelético é responsável por cerca 
de 70% da utilização de glucose no organismo e que esta contribuição di-
minui drasticamente após desnervação parassimpática hepática. Estes resul-
tados mostraram que os nervos parassimpáticos hepáticos são parte crucial 
da regulação da homeostase da glucose no estado pós-prandial e coloca o 
músculo-esquelético, coração e rim como órgãos fundamentais na acção da 
insulina após uma refeição. 
Considerações metodológicas 
Um dos principais objectivos deste trabalho era determinar o papel dos 
nervos parassimpáticos hepáticos no mecanismo de captação de glucose 
pós-prandial. O uso de [3H] 2-Desoxiglucose, para estudar a clearance de 
glucose é normalmente utilizado (Kraegen et al., 1985). Desta forma, este foi 
adaptado ao RIST. Assim, a [3H]2-desoxiglucose foi administrada de forma 
a calcular a taxa de desaparecimento deste radioactivo no plasma assim com 
a sua captação nos vários tecidos. A maioria da literatura existente utiliza 
estes tracers com o clamp hiperinsulinémico euglicémico onde é assumido 
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o estado estacionário (Kraegen et al., 1985; Smith et al., 1987). A maioria dos 
modelos matemáticos utilizados para calcular estes fl uxos de entrada e saída 
de glucose assume o estado estacionário e estão adaptados para este teste 
(Kraegen et  al., 1985; Smith et al., 1987; Sokoloff et al., 1977). Embora durante 
o RIST não seja assegurado o estado estacionário, a análise efectuada foi 
adaptada a condições dinâmicas relacionando a clearance de glucose no 
estado pós-prandial com aos nervos parassimpáticos hepáticos. 
Será ainda importante referir que durante o RIST, a produção endógena de 
glucose é inibida pelo bólus de insulina, dessa forma não contribui para  as 
alterações observadas na sensibilidade à insulina (Xie  et  al., 1996b). Também 
no capítulo anterior observámos que este processo cirúrgico não afecta a 
produção endógena de glucose o que nos indica que os resultados obtidos 
não se devem a qualquer alteração neste parâmetro. 
Os nervos parassimpáticos hepáticos e a secreção de insulina 
Da análise dos níveis plasmáticos de glucose, insulina e péptido-C 
podemos observar, tal como já se tinha concluído do capítulo anterior, que 
o mecanismo de acção de insulina dependente dos nervos parassimpáticos 
hepáticos não se relaciona com a secreção e/ou níveis de insulina.  
Clearance de glucose no organismo no estado pós-prandial e após 
desnervação parassimpática hepática 
Calculou-se a clearance de glucose relativamente à contribuição de cada 
tecido no peso corporal do animal no estado pós-prandial e observou-se 
que esta era afectada pelos nervos parassimpáticos hepáticos. Qualquer dis-
função do sistema vagal diminui assim a sensibilidade à insulina e con-
sequentemente diminui a clearance de glucose no músculo-esquelético, 
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coração e rim. 
É já consensual, e suportado pelos resultados obtidos, que o músculo-
esquelético é o órgão que mais contribui para a clearance total de glucose 
(DeFronzo, 2004). Vários estudos usando o clamp hiperinsulinémico eug-
licémico no estado de jejum mostraram que este tecido é responsável por 
cerca de 75% a 80% da clearance de glucose (DeFronzo, 2004; DeFronzo et 
al.,  1985). Outros estudos evidenciaram a contribuição do músculo-esquelé-
tico durante uma prova oral de tolerância à glucose e mostraram que este 
tecido variava a sua contribuição entre 26% (Kelley et al., 1988) e 56% (Fer-
rannini et al., 1985; Jackson et al., 1986). Estudos recentes utilizando a técnica 
de tomografi a por emissão de positrões (PET) evidenciaram mais uma vez 
que o músculo-esquelético era um dos tecidos com maior contribuição no 
metabolismo da glucose (Lee et al., 2011; Spring-Robinson et al., 2009). Rela-
tivamente ao músculo-esquelético, os resultados obtidos nesta dissertação 
mostraram que a clearance de glucose total do organismo neste tecido varia 
de 70% para 38%, dependendo da integridade do sistema parassimpático 
hepático. Esta diminuição na utilização de glucose contribui assim para o 
aumento de 51% na quantidade de glucose que não é captada e portanto 
permanece no plasma. 
Estes resultados salientam a importância do tónus vagal na clearance 
de glucose. A disfunção do tónus vagal, que ocorre na progressão para a 
diabetes (Afonso et al., 2010; Ribeiro et al., 2005;Takayama et al., 2001) leva 
a um aumento das excursões de glucose (capítulo anterior) resultado da 
diminuição da captação no músculo-esquelético, coração e rim. Os outros 
tecidos que contribuem em 16% da utilização de glucose deve ser referente 
maioritariamente ao cérebro, que está descrito como um importante órgão 
de manutenção da homeostase da glucose (como resultado da necessidade con-
stante de glucose como fonte de energia) (DeFronzo, 2004). Os resultados obti-
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dos estão de  acordo com a literatura que reporta o cérebro a contribuir entre 
15 a 26% na clearance de glucose (DeFronzo, 2004). 
Efeitos dos nervos parassimpáticos hepáticos na clearance de glucose e 
a importância destes na funcionalidade intrínseca dos tecidos 
Para além da importância do músculo-esquelético na clearance de glu-
cose, nomeadamente na homeostase da glucose, estes resultados permitiram 
mostrar que o sistema parassimpático é fundamental para a integridade e 
funcionalidade de vários tecidos. O sistema parassimpático hepático é re-
sponsável em cerca de 45%, 35% e 67% da clearance de glucose no mús-
culo-esquelético, coração e rim, indicando que qualquer alteração no aporte 
de glucose nestes tecidos pode levar a mecanismos celulares disfuncionais. 
O músculo-esquelético utiliza glucose e ácido gordos livres como fonte 
de energia (Abdul-Ghani et al., 2010; Zhang et al., 2010). Está descrito que a 
glucose uma vez dentro da célula muscular é oxidada, inibindo a oxidação e 
utilização de ácidos gordos (Delarue et al., 2007). Os resultados obtidos nesta 
dissertação permitiram concluir que os nervos parassimpáticos hepáticos 
diminuem o aporte de glucose no músculo-esquelético. A diminuição obser-
vada dependente dos nervos afecta o metabolismo de glucose, aumentando 
provavelmente o fl uxo de ácido gordos livres para as suas necessidades en-
ergéticas. Está descrito que em patologias como a obesidade e a diabetes 
tipo 2 o fl uxo de ácidos gordos livres está aumentado cronicamente e este 
aumento constante na disponibilidade de ácidos gordos agrava a resistência 
à insulina nestes doentes (Delarue et al., 2007). Os resultados obtidos indi-
cam que as alterações metabólicas mediadas pelo parassimpático no me-
tabolismo energético podem agravar a resistência à insulina. 
No coração, apesar da aporte de glucose não ser a principal fonte de ener-
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gia, a contribuição relativa das vias de utilização de glucose é signifi cativa, 
permitindo a plasticidade necessária para uma produção constante de ATP 
(Abel, 2004; Feuvray et al., 2008; Heather et al., 2011). Observou-se que após 
ablação dos nervos parassimpáticos hepáticos a utilização de glucose no 
coração diminuiu o que indica que neste tecido após a desnervação a prin-
cipal e única fonte de energia deverá ser os ácidos gordos. Está descrito que 
em doentes diabéticos a taxa da utilização de ácidos gordos no coração está 
aumentada levando a uma acumulação de intermediários lipídicos e a um 
consumo excessivo de oxigénio (An et al.,  2006;  Feuvray  et al., 2008; Heather 
et al., 2011). Também está descrito que em mulheres jovens obesas ocorre 
um aumento da utilização de ácidos gordos e do consumo de oxigénio re-
sultando numa diminuição da efi ciência cardíaca (Feuvray et al., 2008). As-
sim os resultados obtidos sugerem que a resistência à insulina por disfunção 
parassimpática induz uma diminuição da taxa de utilização de glucose no 
coração, fazendo assim uma permuta na utilização de glucose  para ácidos 
gordos. Cronicamente, estas alterações poderão na génese de disfunções 
cardíacas associadas à diabetes tipo 2. O mecanismo que regula a utilização 
de glucose no rim após a refeição e a sua importância na função renal nunca 
foi estudado. Está descrito que a clearance de glucose, pós-prandial, no rim 
aumenta (Gerich, 2010), embora diferentes regiões do rim utilizem diferentes 
substratos energéticos. O córtex renal utiliza ácidos gordos como fonte de 
energia enquanto que a medula renal necessita de glucose para as suas ne-
cessidades energéticas (Gerich, 2010). Os resultados obtidos mostram que a 
utilização de glucose é dependente dos nervos parassimpáticos hepáticos,  o 
que sugere que uma contínua diminuição do sistema vagal pode levar a uma 
diminuição da clearance de glucose na medula que compromete a funcion-
alidade intrínseca do rim. 
Os resultados obtidos nesta parte da dissertação indicam que qualquer 
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disfunção do sistema vagal hepático leva a alterações no metabolismo ener-
gético e consequentemente a anomalias nas vias intracelulares do músculo-
esquelético, coração e rim.  De  uma  perspectiva do organismo o  músculo-
esquelético é o tecido com maior contribuição para a resistência à insulina 
observada  após  desnervação;  não  obstante  estes  nervos  parecem também 
ser fundamentais na preservação da função intracelular do coração e do rim. 
Estas alterações metabólicas e funcionais destes três tecidos poderão con-
tribuir para a génese  da resistência à insulina e das complicações cardíacas 
e renais  associadas à diabetes tipo 2.  
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4.3 Papel dos S-Nitrosotiois (RSNOs) na sensibilidade à insu-
lina - da fi siologia à fi siopalologia 
4.3.1 - Papel dos S-nitrosotiois na sensibilidade à insulina
  
Introdução 
Observações anteriores sugerem que a co-administração de GSH e NO 
directamente ao fígado, em animais em jejum, potencia a acção da insulina 
para valores normalmente associados ao pós-prandial sugerindo estas duas 
substâncias como fundamentais neste mecanismo pós-prandial (Guarino et 
al., 2006). O NO é uma molécula que reage com grupos tiol (-SH) para for-
mar compostos mais estáveis e capazes de o transportarem – os S-nitros-
otiois (RSNOs). Embora o papel dos RSNOs no metabolismo da glucose, 
in vitro, já tenha sido estudado, o seu  efeito in vivo não. Assim o principal 
objectivo deste trabalho é estudar o papel dos RSNOs in vivo na acção da 
insulina. A nossa hipótese é que a administração de RSNOs, GSNO ou 
S-nitroso-N--acetilpenicilamina (SNAP), a animais em que a acção da 
insulina seja baixa (jejum ou após desnervação parassimpática hepática) 
terá um efeito potenciador da sensibilidade à insulina. Contudo este 
efeito não será observado quando a sensibilidade à insulina for máxima 
(no estado pós-prandial). 
 
Materiais e Métodos 
Para a realização destas experiências foram utilizados ratos Wistar (8-9 se-
manas de idade, 320.4±6.5g) provenientes do Biotério da Faculdade de Ciên-
cias Médicas-UNL.  
Os animais foram divididos de acordo com os seus níveis de sensibilidade 
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à insulina. Sensibilidade à insulina baixa: 24h jejum e animais desnervados; 
sensibilidade à insulina máxima: pós-prandial. A sensibilidade à insulina 
em todos os grupos testados foi avaliada pelo teste rápido de sensibilidade 
à insulina (descrito na secção 3.6 de Materiais e Métodos). 
Protocolos Experimentais 
Nos animais em jejum administrou-se S-nitrosoglutationo, S-nitroso-N-
acetilpenicilamina e ainda um dador de NO não nitrosotiol (3-hidrocloreto 
de morfolinosidnonimina, SIN-1). Todos os fármacos foram administrados 
directamente na veia porta (ipv) (ver secção 3.4 de Materiais e Métodos) ou 
a nível sistémico (iv) (administrados no circuito arterio-venoso). A sensibili-
dade à insulina foi testada antes e depois da administração de cada fármaco. 
No protocolo da desnervação, a sensibilidade à insulina foi primeiramente 
testada com os nervos intactos e após secção dos nervos parassimpáticos 
hepáticos. Só depois de nos certifi carmos da redução da sensibilidade à in-
sulina após a  desnervação, é que se administrou o RSNO (SNAP). Assim 
foram feitos três testes de sensibilidade à insulina antes, após a desnervação 
hepática e após a administração do SNAP iv.  Neste protocolo só foi ad-
ministrado um dos S-nitrosotiois por não existirem diferenças entre eles na 
sensibilidade à insulina testada no jejum. O SNAP foi administrado iv pois 
foi por esta via que se observou um aumento da sensibilidade à insulina. No 
estado pós-prandial o protocolo efectuado foi semelhante ao jejum. Aval-
iou-se a sensibilidade à insulina no estado pós-prandial e administrou-se os 
dois RSNOs, GSNO ou SNAP. Ambos foram administrados iv, e avaliou-se 
o seu efeito na sensibilidade à insulina quando esta era máxima. 
Todos os fármacos foram administrados iv ou ipv num bólus de 0.4 ml 
durante 10 minutos na dose de 50 µmol/kg. O SNAP foi dissolvido numa 
solução aquosa de etanol 1%  (v/v) e por essa razão foram também efec-
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tuadas experiências em que se administrou esta solução de forma a avaliar 
o seu efeito na sensibilidade à insulina. A solução de etanol 1% não teve 
qualquer efeito na sensibilidade à insulina. 
Foram avaliados os seguintes parâmetros: níveis plasmáticos de glucose, 
insulina e péptido-C e pressão arterial média (PAM) antes e após a manipu-
lação cirúrgica (desnervação) e após administração de RSNOs (SNAP). 
Resultados: 
A administração intraportal ou intravenosa dos RSNOs diminuiu rapi-
damente a pressão arterial média. 20 minutos após a administração destes 
fármacos (independentemente do modo de  administração) esta retomou os va-
lores fi siológicos. O dador de NO não nitrosotiol (SIN-1) diminuiu também 
a pressão arterial da mesma forma que os RSNOs, contudo a pressão arte-
rial manteve-se baixa durante o resto da experiência. A administração dos 
RSNOs e SIN-1 não alterou a glicémia. Quer a desnervação parassimpática 
hepática, quer a administração de RSNOs não alteraram os níveis plasmáti-
cos de péptido-C e insulina.  
Efeito dos RSNOs quando a sensibilidade à insulina é baixa (jejum e 
após desnervação parassimpática hepática) 
Nos animais jejuados 24h, a administração intraportal dos RSNOs ou do 
SIN-1 não teve qualquer efeito na sensibilidade à insulina (Figura 24 A, B e 
C). Contudo quando estes fármacos foram administrados a nível periférico 
(iv) os RSNOs potenciaram a sensibilidade à insulina para valores normal-
mente observados no estado pós-prandial (Figura 24D, E e F). Este efeito não 
foi observado quando se administrou o dador de NO não nitrosotiol,  SIN-1. 
A administração de GSNO iv aumentou a sensibilidade à insulina de 
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110.3±7.6 mg glucose/kg para 226.1±48.7 mg glucose/kg, o que corresponde 
a uma potenciação de 100.1±38.5% na acção da insulina (n=7, p <0.05) (Fig-
ura 24D). O SNAP teve um  efeito muito semelhante ao GSNO. Este quando 
administrado iv potenciou a sensibilidade à insulina em 152.6±32.3%. Em 
animais jejuados a sensibilidade à insulina era de 76.4±10.2mg glucose/kg e 
após o SNAP iv aumentou para 187.0±25.9 mg/ glucose (n=6, p <0.01) (Fig-
ure 24E). O RIST índex não teve qualquer alteração após a administração 
sistémica do SIN-1. Nos animais jejuados 24h a sensibilidade à insulina foi 
de 80.4±16.3 mg glucose/kg e manteve-se semelhante após a administração 
do SIN-1: 77.3±6.2  mg  glucose/kg (n=5) (Figura 24F).  
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Figure 24: Administração de S-nitrosoglutationo (GSNO), S-nitroso-N-acetilpenicilamina 
(SNAP) e 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1) a animais jejuados du-
rante 24h. A, B e C correspondem a administração directamente na veia porta (ipv) 
enquanto que em D, E e F o GSNO, SNAP e SIN-1 foram administrados a nível 
periférico (iv). Em animais jejuados durante 24h a administração ipv destes fárma-
cos não teve qualquer efeito na sensibilidade à insulina (A, B e C, n=6). Contudo a 
mesma dose perfundida  iv  potenciou  a sensibilidade à insulina em 100.1±38.5%  e 
152.6±32.3% após a administração de GSNO (n=7) e SNAP (n=6), respectivamente. 
Este efeito potenciador parece ser exclusivo dos RSNOs uma vez que o SIN-1 por 
si só não provocou qualquer  alteração da sensibilidade à insulina (n=5). *, p <0.05; 
**, p <0.01.  
Na segunda série de experiências, para que os níveis de sensibilidade 
à insulina fossem baixos e semelhantes às 24 h de jejum, procedeu-se à 
secção dos nervos parassimpáticos hepáticos. Como se pode observar na 
Figura 25, após a desnervação parassimpática hepática, a sensibilidade à 
insulina  diminui drasticamente (RIST controlo após a refeição:262.8±15.3 mg 
glucose/kg; após desnervação: 142.4±16.8 mg glucose/kg (n=7,  p <0.001). Em 
seguida, administrou-se SNAP iv de forma a avaliar o seu efeito após a 
desnervação parassimpática. O SNAP iv potenciou a sensibilidade à insu-
lina em 82.7±12.8% relativamente ao pós-desnervação, aumentando a sen-
sibilidade à insulina para os valores obtidos após a refeição: 249.3±19.9  mg 
glucose/kg (n=7, p <0.001) (Figura 25).  
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Figura 25: Efeito da administração de RSNO, S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP)  quan-
do a sensibilidade à insulina está comprometida pela desnervação do plexo  anterior 
hepático. Observou-se, tal como aconteceu nos animais em jejum, que a  adminis-
tração iv de SNAP aos animais desnervados, potenciou a sensibilidade à insulina 
para valores máximos (pós-prandial). A sensibilidade à insulina antes da desnervação 
era de 262.8±15.3 mg glucose/kg, após a desnervação diminuiu para 142.4±19.9 mg 
glucose/kg e o SNAP aumentou novamente a sensibilidade à insulina para valores 
iniciais: 249.3±19.9 mg glucose/kg (n=7).***, p<0.001 comparando RIST índex 
após a refeição e o RIST Índex após a desnervação. $$$,  p<0.001 comparando RIST 
Índex após desnervação e após a administração de SNAPiv.  
Efeito dos RSNOs quando a sensibilidade à insulina é máxima (após a 
refeição) 
A sensibilidade à insulina é máxima após uma refeição (Lautt et al., 2001). 
Uma vez que tanto o GSNO como o SNAP iv aumentaram a sensibilidade à 
insulina em jejum para níveis próximos do pós-prandial, testou-se o efeito 
destes RSNOs no pós-prandial. 
R
E
S
U
LT
A
D
O
S
121
No estado pós-prandial a sensibilidade à insulina atingiu valores máximos: 
221.0±22.7 mg glucose/kg. Após a administração iv de GSNO ocorreu uma 
diminuição deste parâmetro: 162.7±21.9 (n=6, p <0.05) (Figura 26A). Esta 
diminuição também se observou aquando da administração iv de SNAP. Os 
valores de sensibilidade à insulina após a refeição eram de 214.5±11.5 mg 
glucose/kg e diminuíram para 108.3±8.8 mg glucose/kg após administração 
de SNAP (n=7, p <0.01) (Figure 26B).  
O SIN-1 não foi testado pois este fármaco isoladamente não teve qualquer 
efeito na sensibilidade à insulina em jejum. A administração dos RSNOs 
foi iv pois parece ser a nível sistémico que estes fármacos tem o seu efeito. 
Figura 26: Efeito da administração dos S-nitrosotiois, S-nitrosoglutationo (GSNO) e S-
nitroso-N-acetilpenicilamina, quando a sensibilidade à insulina é máxima (após a re-
feição). Para níveis de sensibilidade à insulina máximos a administração de RSNOs, 
S-nitrosoglutationo (n=6) ou S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) (n=7) diminuiu 
a sensibilidade à insulina. *. **, p<0.05 e 0.01 comparando antes e após a admin-
istração de RSNOs. 
122
Discussão e Conclusão 
Os resultados obtidos nesta secção indicam que o efeito dos RSNOs é 
dependente dos níveis de sensibilidade à insulina. Assim, quando a sensibi-
lidade à insulina é baixa (ratos jejuados ou com disfunção parassimpática hepáti-
ca), estes fármacos têm a capacidade de potenciar a sensibilidade à insulina 
para valores próximos do estado pós-prandial. Contudo, quando a sensibili-
dade à insulina é máxima (após a refeição) a administração de RSNOs induz 
uma insulino-resistência sugerindo um mecanismo de retroacção negativa. 
Este efeito parece ser exclusivo dos RSNOs uma vez que o dador de NO 
não nitrosotiol não potenciou a sensibilidade à insulina em nenhuma das 
situações testadas.   
A importância da ligação S-NO na sensibilidade à insulina  
Uma das principais conclusões deste trabalho é que a ligação S-NO é fun-
damental na modulação da sensibilidade à insulina. Enquanto que os RSNOs 
modularam a sensibilidade à insulina, o dador de NO não nitrosotiol, SIN-
1, por si só não teve qualquer  efeito. Este resultado está de acordo com os 
resultados obtidos por Guarino e colaboradores. Estes autores observaram 
que o aumento da sensibilidade à insulina após administração do SIN-1ipv 
só ocorria quando co-administrado com GSH (Guarino et al., 2006). O facto 
dos RSNOs a nível hepático não terem qualquer efeito na  sensibilidade 
à insulina indica-nos que estes compostos quando administrados directa-
mente no fígado perdem o seu efeito biológico. Kashiba e colaboradores 
demonstraram que os RSNOs apresentam grande instabilidade em homoge-
natos de fígado, onde são rapidamente degradados devido ao elevado teor 
redutor deste órgão (Kashiba et al., 1999; Kashiba-Iwatsuki et  al., 1997).  
A análise da glicémia, insulinémia e péptido-C permite concluir que os 
efeitos observados na acção da insulina não se devem a alterações da fun-
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ção da célula β. Uma vez que as alterações hemodinâmicas e a secreção 
da célula β não explicam os efeitos observados na sensibilidade à insulina 
postulamos que os RSNOs possam ter uma capacidade única de modular 
a sensibilidade periférica (extra-hepática) à insulina, modulação esta que é 
independente do NO por si só.   
A principal característica dos RSNOs é a capacidade que têm de através 
de processo de nitrosilação, modular a função proteica  (Foster et al., 2009; 
Foster et al., 2003). O mecanismo proposto para esta modulação proteica será 
a transferência do NO para  um  resíduo de cisteína de uma proteína ou de 
um péptido, regulando desta forma a sua função (Foster et al., 2009). Propõe-
se assim que este processo de nitrosilação/desnitrosilação possa funcionar 
de uma forma muito semelhante ao processo de fosforilação/desfosforilação 
celular. O mecanismo intracelular de regulação destes processos é ainda 
desconhecido contudo parece depender da concentração de RSNOs a que 
as células são expostas. 
Estudos in vitro, em que a captação de glucose foi avaliada, mostraram 
que os RSNOS parecem ter efeitos opostos consoante a dose administrada 
(Lira et al., 2007; McGowder et al., 1999; McGrowder et al., 2001; McGrow-
der et al., 2002). Doses baixas de RSNOs promovem o aporte de glucose 
por aumento dos níveis de expressão dos GLUT 4, enquanto que doses 
mais elevadas destes fármacos parecem nitrosilar proteínas-chave da via 
de sinalização de insulina, causando inibição da actividade tirosina cinase 
do receptor de insulina (Yasukawa et al., 2005), inactivação de proteínas en-
volvidas na transdução de sinal do receptor de insulina como o Akt e IRS-1 
(Carvalho-Filho et al., 2006; Carvalho-Filho et al., 2005), ou diminuição da li-
gação  da insulina ao seu receptor (Ragoobirsingh et al., 2004). Destes estudos 
os efeitos observados quer na captação de glucose, quer na via de sinali-
zação de insulina dependem da concentração de compostos S-NO gerados. 
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McGrowder e colaboradores observaram ainda que concentrações baixas 
destes compostos aumentavam a captação de glucose, enquanto que con-
centrações elevadas de RSNOs (na ordem dos mM) conduziram a um efeito 
inibitório na captação de glucose, tanto em culturas primárias de músculo 
de ratos normais como em culturas primárias de músculo de ratos diabéticos 
(McGrowder et al., 2006).  
Os nossos resultados também mostram um efeito divergente destes fárma-
cos na sensibilidade à insulina. A administração in vivo de RSNOs a nível 
periférico potencia a acção da insulina quando a sensibilidade à insulina é 
baixa indicando que em patologias associadas a insulino-resistência estes 
fármacos possam ter algum interesse terapêutico. Por outro lado quando a 
sensibilidade à insulina é máxima, um aumento adicional de RSNOs parece 
desencadear um mecanismo de retroacção negativa, provavelmente por in-
activação da via de sinalização de insulina provocando assim um decrésci-
mo da acção da insulina. 
Em conclusão, os resultados obtidos mostraram que in vivo a adminis-
tração de RSNOs tem um efeito que mimetiza o mecanismo prandial de 
potenciação da sensibilidade à insulina. Estas observações salientam que a 
sensibilidade à insulina mediada por estes compostos parece ter uma regu-
lação muito fi na, onde qualquer sobreexpressão leva a uma diminuição, por 
retroacção negativa, da sensibilidade à insulina. Propomos  assim  que  estes 
compostos,  em situações de sensibilidade à insulina reduzida possam fun-
cionar como uma terapêutica efi caz potenciando a sensibilidade à insulina 
para valores normais.  
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4.3.2. – Papel terapêutico dos S-nitrosotiois na resistência à 
insulina
 
Introdução 
Depois de observado o efeito dos RSNOs na sensibilidade à insulina e 
que estes poderiam funcionar como potenciais fármacos no tratamento de 
resistência à insulina fomos então avaliar a sua importância em animais 
em que foi induzida resistência à insulina com uma dieta rica em sacarose. 
Também foi objectivo deste trabalho avaliar o papel do GSH e NO nestes 
modelos na reversão da insulino-resistência induzida pela dieta.  Desta for-
ma colocámos a seguinte hipótese, num modelo animal de resistência à 
insulina, animais com dieta rica em sacarose, a administração de gluta-
tiono e NO no fígado ou de RSNOs a nível sistémico reverte totalmente 
a insulino-resistência. 
Materiais e Métodos: 
Os animais utilizados para este protocolo foram analisados com 12 se-
manas de idade. Foram utilizados ratos Wistar com proveniência do Bioté-
rio da Faculdade de Ciências Médicas. Às 8 semanas de idade os animais 
foram divididos em 2 grupos. Ao primeiro grupo substitui-se a água por 
uma solução aquosa  de sacarose (35% (p/v)) (grupo Sacarose). Estes animais 
beberam esta solução durante 4 semanas. Ao outro grupo foi mantida água 
durante este período (grupo Controlo). Durante estas 4 semanas foi monitori-
zado o peso corporal, consumo de ração e de bebida.  
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Protocolos Experimentais: 
Às 12 semanas determinou-se a sensibilidade à insulina. Esta foi deter-
minada no jejum e após a administração entérica de uma refeição (Boost®, 
Nestlé 10ml/kg). Este procedimento foi feito em ambos os grupos (sacarose 
vs controlo).  Num segundo protocolo e de forma a mimetizar a potenciação 
obtida após a refeição administrou-se ester de glutationo (GSH-E: 1mmol/
kg) e SIN-1 (50 µmol/kg) directamente no fígado ipv (em ambos os grupos) 
nos animais em jejum. Num terceiro protocolo administrou-se aos animais 
jejuados S-nitrosoglutationo (GSNO) 50 µmol/kg iv. Este procedimento foi 
feito em ambos os grupos no estado de jejum (sacarose vs controlo). 
Tendo em conta os resultados obtidos decidiu-se administrar o dobro da 
dose de GSH e SIN-1, (2mmol/kg e 100µmol/kg ipv, respectivamente) e de 
GSNO (100µmol/kg iv) ao grupo sacarose;  uma vez que neste grupo não se 
observou uma potenciação da sensibilidade à insulina com as doses mais 
baixas. A sensibilidade à insulina foi determinada em todos os grupos após 
24h de jejum e depois da administração dos fármacos (GSH-E, SIN-1 ou 
GSNO). A glicémia, insulinémia, níveis de péptido-C, ácidos gordos livres 
e pressão arterial média foram também determinados nos dois grupos de 
animais.  
Resultados 
Peso corporal, consumo de ração e bebida 
O grupo sacarose ganhou mais peso que o grupo controlo (sacarose: 
385.1±3.7g  (n=23) vs controlo:358.6±6.3g (n=26) (p <0.001)). O grupo sacarose 
consumiu mais solução de sacarose (37.7±1.0 ml/dia, n=10) do que o grupo 
controlo consumiu água (30.1±0.0 ml/dia, n=5, p <0.01). Contudo este grupo 
consumiu  menos ração que o controlo (sacarose: 16.2±0.7g/dia (n=10) vs con-
trolo: 26.3±0.1 g/dia (n=5) (p <0.001)), o que faz com que o consumo calórico 
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diário tenha sido semelhante entre os dois  grupos (sacarose: 123.5±3.5 cal/dia 
(n=10) vs controlo: 115.0±0.1 cal/dia (n=5)).   
Parâmetros Bioquímicos  
Nenhum dos parâmetros bioquímicos analisados variou no grupo saca-
rose quando comparado com o grupo controlo  (tabela 8). 
Tabela 8: Parâmetros bioquímicos determinados no grupo com dieta rica em sacarose  (4 
semanas  expostos  à  dieta,  n=4)  quando  comparado  com  o  grupo  controlo  (n=9). 
No grupo sacarose não se observou nenhuma alteração nos parâmetros  analisados: 
níveis plasmático de glucose, insulina, péptido-C e ácidos gordos  livres e pressão 
arterial média. Estes valores foram determinados nos animais no  estado de jejum. 
  
Sensibilidade à insulina 
Determinou-se a sensibilidade à insulina nos animais jejuados 24 h e após 
a refeição mista comercial. Quer no grupo controlo (104.4±5.2 mg glucose/
kg) quer no grupo sacarose (91.9±9.1 mg glucose/kg) não se observaram al-
terações na sensibilidade à insulina em jejum. Contudo após a adminis-
tração da refeição, o grupo controlo aumentou a sensibilidade à insulina 
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para 193.2±11.2 mg  glucose/kg (n=9, p <0.001), efeito esse que não se obs-
ervou no grupo sacarose, que manteve o RIST índex baixo e semelhante ao 
jejum (99.7±7.2 mg glucose/kg, n=4) (Figura 27A e B).   
Figura 27: Sensibilidade à insulina determinada no grupo controlo (A) e no grupo exposto 
4 semanas a dieta rica em sacarose (B). Após 24h jejum não existiam diferenças 
entre o grupo controlo e o grupo sacarose no que diz respeito à sensibilidade à insu-
lina, contudo após a refeição o grupo sacarose (n=4) não potenciou a sensibilidade 
à  insulina como o grupo controlo (n=9). A dieta rica em sacarose de alguma forma 
impediu que a sensibilidade à insulina aumentasse após a refeição.***, p <0.001 
comparando o jejum vs após a refeição no grupo Controlo. 
A co-administração intraportal de glutationo e NO directamente ao fígado 
no grupo controlo foi sufi ciente para mimetizar a resposta pós-prandial 
(n=10, p <0.001) (Figura 28A). Contudo após 4 semanas de dieta rica em sac-
arose esta resposta deixa de existir não havendo qualquer alteração do RIST 
índex após administração deste dois fármacos no grupo sacarose (n=4).  
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Figura 28: Efeito da administração intraportal (ipv) de glutationo (GSH) e de um dador de 
NO, 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1) na sensibilidade à insulina  no 
grupo controlo (n=10) vs grupo alimentado com dieta líquida em sacarose durante 
4 semanas (n=4). A administração de GSH e NO directamente ao fígado potenciou 
consideravelmente a sensibilidade à insulina no grupo controlo (A), mimetizando 
assim a resposta pós-prandial, contudo esta potenciação não foi observada quando 
os animais foram alimentados com uma dieta rica em sacarose.  ***, p <0.001 com-
parando o jejum vs após a administração de GSH e SIN-1 ipv no grupo controlo. 
Num terceiro protocolo administrámos S-nitrosoglutationo (GSNO) a 
nível periférico uma vez que este fármaco em animais saudáveis e jejuados 
potenciava a sensibilidade à insulina para valores pós-prandiais, quando ad-
ministrado a nível sistémico (ver capítulo 4.3.1). Assim administrou-se GSNO 
a ambos os grupos. No grupo de animais saudáveis este fármaco aumentou 
consideravelmente a sensibilidade à  insulina para valores muito semelhan-
tes ao pós-prandial (n=7, p <0.001),  contudo quando expomos os animais a 
uma dieta rica em sacarose esta  potenciação é apenas de 31.6±9.3% (n=4, 
p <0.05) (Figura 29B).   
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Figura 29: Efeito da administração de S-nitrosoglutationo (GSNO) na sensibilidade à insu-
lina no modelo animal patológico: 4 semanas de sacarose. Quando o GSNO foi ad-
ministrado ao grupo sacarose (B) observou-se mais uma vez que neste grupo não se 
obteve a mesma resposta (n=4, p <0.05), do que a mesma dose administrada ao grupo 
controlo (n=7, p <0.05) (A). *, p <0.05 comparando o jejum vs após a administração 
de GSNO iv no grupo controlo; *, p <0.05 comparando  jejum vs após administração 
GSNO iv no grupo sacarose.  
Uma vez que no grupo sacarose não se obteve nenhum protocolo em que 
ocorresse reversão da insulino-resistência duplicou-se as doses dos fárma-
cos até então testados. Assim administrou-se no fígado o dobro da dose quer 
de GSH (2 mmol/kg) quer de SIN-1 (100 µmol/kg) (Figura 30A) e observou-
se mais uma vez que a nível hepático não era possível potenciar a sensibili-
dade à insulina (n=4).  
Neste mesmo grupo a administração do dobro da dose de GSNO (100µmol/
kg) a nível periférico permitiu potenciar a sensibilidade à insulina em cerca 
de 104.9±24.1% para valores próximos do pós-prandial, resultando pela 
primeira vez numa  reversão total da insulino-resistência neste modelo pa-
tológico (n=8, p <0.01, Figura 30B). Estes resultados parecem indicar que a 
dieta rica em sacarose induziu resistência à insulina periférica no estado 
R
E
S
U
LT
A
D
O
S
131
pós-prandial por alterações a nível hepático. A administração de RSNOs 
por via iv sobrepõe-se a este defeito,  aumentando signifi cativamente a sen-
sibilidade periférica à insulina. Este efeito potenciador de sensibilidade à 
insulina dos RSNOs é dependente da dose.  
Figura 30: Efeito do dobro da dose de glutationo (GSH-E  2mmol/kg), 3-hidrocloreto de mor-
folinosidnonimina (SIN-1 100µmol/kg) (A) e S-nitrosoglutationo (GSNO 100µmol/kg) 
(B) na sensibilidade à insulina em animais alimentados com dieta rica em sacarose. 
Com o dobro da dose, a administração de GSH e SIN-1 no fígado destes animais 
não conseguiu desencadear nenhuma resposta na sensibilidade à insulina (n=4). 
Esta resposta foi obtida quando administrámos GSNO 100µmol/kg a nível sistémi-
co (n=8, p <0.01). Com o dobro da dose a nível sistémico de GSNO foi possível uma 
completa reversão da insulino-resistência deste modelo.  **, p <0.01 comparando 
jejum vs após administração GSNO 100µmol/kg iv no grupo sacarose.  
Na fi gura 31 encontra-se representado todos os protocolos efectuados no 
grupo Controlo e no grupo Sacarose. Apenas com a administração de GSNO 
a nível sistémico é que se conseguiu  reverter a resistência à insulina deste 
modelo animal. Esta reversão é dependente da dose, sendo que apenas com 
a dose mais alta de GSNO é que se conseguiu uma reversão para valores 
semelhantes ao controlo.  
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Figura 31: Percentagem de potenciação calculada a partir da sensibilidade à insulina obti-
da após a administração da refeição, do glutationo (GSH - 1mmol/kg, ipv) e 3-hidr-
cloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1- 50µmol/kg ipv) e após o S-nitrosoglutationo 
(GSNO-50µmol/kg) no grupo controlo vs grupo sacarose (expostos à dieta durante 4 
semanas). Em qualquer umas das intervenções efectuadas no grupo controlo ocor-
reu potenciação da sensibilidade à insulina para os seus valores máximos, cerca de 
100% de potenciação. No grupo sacarose dos protocolos efectuados apenas a admin-
istração de GSNO a nível sistémico induziu um aumento da sensibilidade à insulina, 
mas só com a dose de 100 µmol/kg (dobro da dose que se usou para o grupo controlo) 
ocorreu uma total reversão da resistência à insulina para valores semelhantes ao 
grupo controlo.  
Discussão e Conclusão: 
Dos resultados obtidos podemos observar que os animais expostos a uma 
dieta rica em sacarose perdem capacidade de responder à insulina após  uma 
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refeição, não se observando alterações signifi cativas no estado de jejum, o 
que nos indica que mesmo antes de qualquer alteração na glicémia ou na 
insulinémia ocorrem disfunções no mecanismo de acção da insulina pós-
prandial. Mais ainda a incapacidade de mimetizar  a resposta à refeição com 
a administração intraportal de GSH e NO no fígado de animais alimentados 
com sacarose, mesmo  em  elevadas  concentrações, sugere que embora o 
problema possa ser hepático, também tem repercussões na periferia. Final-
mente os S-nitrosotiois, que para valores de sensibilidade à insulina baixos 
potenciavam a resposta desta hormona em animais controlo (ver resultados 
capitulo 4.3.1), também neste modelo animal insulino-resistente (baixa sensi-
bilidade à insulina) reverteram mais uma vez esta situação, efeito que parece 
ser dependente da dose administrada. Após a indução de insulino-resistên-
cia com a dieta rica em sacarose foi possível reverter completamente a insu-
lino-resistência para valores semelhantes ao grupo controlo. Desta forma os 
RSNOs parecem promover a acção da insulina a nível periférico podendo 
funcionar como uma terapia efi caz no tratamento de patologias associadas 
à resistência à insulina.
  
Parâmetros Bioquímicos  
Da análise dos parâmetros bioquímicos avaliados durante o protocolo ex-
perimental observámos que ao fi m de 4 semanas de dieta rica em sacarose 
estes animais apresentam um aumento do peso quando comparado com o 
grupo controlo, contudo em termos metabólicos a ingestão calórica que 
estes animais fazem é semelhante ao grupo controlo. Apesar do consumo de 
sacarose aumentar neste modelo animal o consumo de ração diminuiu, re-
sultando no mesmo consumo diário de  calorias. A  relação entre o aumento 
de peso e o consumo de sacarose está bem  documentado. Estudos recentes 
descrevem que um aumento do consumo de sacarose está relacionado com 
a  obesidade maioritariamente devido às alterações metabólicas associadas 
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à frutose, contudo quer a glucose quer a frutose parecem contribuir para 
este aumento de peso (de Koning et al., 2010;  Ludwig et al., 2001; Malik et al., 
2006; Tordoff et al.,1990). Apesar do aumento de peso, os animais parecem 
ter a capacidade de  regular o consumo calórico diário, ingerindo o mesmo 
número  de calorias. Está descrito que a frutose aumenta a saciedade mais 
do que a glucose, podendo este facto estar relacionado com a absorção deste 
açúcar que ocorre numa zona mais distal do intestino, prolongando assim os 
sinais gastrointestinais de saciedade, o que pode explicar o menor consumo 
de ração nos animais alimentados com dieta líquida de sacarose (Lavin et al., 
1995; Riby et al., 1993).  
Da análise dos parâmetros bioquímicos observámos também que não 
ocorre nenhuma alteração signifi cativa dos níveis de glucose, insulina e 
péptido C em jejum no fi nal das 4 semanas de exposição à dieta líquida, 
indicando-nos que o tempo de exposição à dieta é sufi ciente para que ocor-
ram alterações signifi cativas na acção da insulina sem que hajam alterações 
metabólicas da secreção de insulina. Existem vários artigos que documen-
tam que dietas ricas em sacarose não alteram signifi cativamente a secreção 
de insulina numa fase inicial de exposição, ocorendo contudo alterações de 
peso e de massa gorda (Curry, 1989; Rodin, 1991; Teff et al., 2004). Da análise 
dos ácidos gordos livres observámos também que após 4 semanas de ex-
posição a dieta rica em sacarose não ocorrem alterações signifi cativas deste 
parâmetro, apesar da literatura indicar que este tipo de dietas, em que o con-
sumo de frutose aumenta, leva a grandes alterações na lipogénese hepática 
(Francini et al., 2010; Rizkalla, 2010; Samuel, 2011; Schaefer et al., 2009; Sum-
iyoshi et al., 2006; Tappy et al., 2010). Estudos recentes mostram que a frutose 
leva primeiramente a alterações metabólicas no fígado uma vez que este 
tecido é o principal órgão para a sua metabolização. Assim as principais e 
primeiras alterações parecem ocorrer a nível hepático resultando num au-
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mento de triglicéridos e ácidos gordos no fígado (Samuel, 2011; Tappy et 
al., 2010). Nesta altura as determinações de ácidos gordos livres no plasma 
podem  não refl ectir alterações hepáticas. 
Dieta rica em sacarose e resistência à insulina 
Dos resultados obtidos observámos que quando os animais são expostos 
durante 4 semanas a uma dieta rica em sacarose desenvolvem resistência à 
insulina que é signifi cativa após a refeição. No estado de jejum não se obser-
varam grandes alterações da sensibilidade à insulina neste grupo sacarose, 
sugerindo que esta dieta induz alterações no mecanismo de potenciação de 
acção de insulina que ocorre após a refeição.  
O grupo controlo potencia a sua resposta após uma refeição  mista, sendo 
este efeito mimetizado quando é administrado a nível hepático glutationo e 
NO. Estes resultados indicam que, para que ocorra activação deste mecan-
ismo hepático pós-prandial é necessário um aumento de ambas as substân-
cias, e quando ocorre co-administração de ambas no fígado os níveis de 
sensibilidade à insulina aumentam signifi cativamente. Assim o GSH e o NO 
são intervenientes cruciais na resposta pós-prandial. 
Estes resultados parecem indicar-nos que uma vez aumentados os níveis 
de GSH e NO no fígado, estes podem ligar-se sob a forma de -SNO, que é 
lançado na corrente sanguínea promovendo um aumento da acção da insu-
lina. Daí o efeito dos RSNOs ocorrer apenas quando este é administrado a 
nível sistémico. Este efeito dos RSNOs foi largamente discutido no capítulo 
anterior e esta função endócrina do NO via RSNOs  promover  um  aumento 
da captação de glucose  parece mais uma vez ser relevante.  
Dos resultados obtidos para o grupo controlo fomos então testar o efeito 
da administração de GSH e NO no fígado e ainda de GSNO na acção da 
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insulina num modelo animal resistente à insulina. Observámos que apenas 
se reverteu esta  insulino-resistência quando o GSNO foi administrado a 
nível  periférico, não ocorrendo qualquer efeito na sensibilidade à insu-
lina com a co-administração de GSH e NO no fígado,  mesmo em doses 
mais elevadas. Este resultado indica-nos que podem estar a ocorrer grandes 
alterações metabólicas hepáticas  com a ingestão da sacarose que impos-
sibilitam a formação do  GSNO e desta forma impedem um aumento da 
sensibilidade  à insulina nos tecidos periféricos. Vários autores referem 
que as principais alterações que ocorrem inicialmente quando os animais 
são expostos a este tipo de dietas são hepáticas. Sabe-se que animais ali-
mentados com dieta rica em sacarose parecem ter alterações hepáticas ao 
nível do sistema parassimpático. Ribeiro e colaboradores observaram que 
estes animais apenas com duas semanas de exposição a esta dieta eram já 
insulino-resistentes associando esta disfunção a uma inactivação do sistema 
parassimpático hepático (Ribeiro et al., 2005).  Blouet  e colaboradores 
observaram também que neste modelo animal, apesar de não existirem al-
terações na produção de NO, existiam alterações na sua oxidação com um 
aumento de stress oxidativo, o que permitiu concluir que a biodisponibili-
dade do NO estava diminuída. Neste estudo os animais com dieta rica em 
sacarose foram suplementados com cisteína e embora os níveis de stress 
oxidativo tenham diminuído, estes por si só, não foram capazes de melhorar 
a sensibilidade à insulina (Blouet et al., 2007). Também no nosso estudo a 
produção de NO parece estar afectada. Pela avaliação da expressão/activi-
dade das isoformas da NOS e dos níveis de NO (ver resultados capítulo 4.4) 
ocorre um aumento na produção de NO hepático e uma sobrexpressão da 
iNOS associado a um estado de infl amação. Apesar de não se ter determi-
nado a quantidade de  nitrotirosinas neste modelo, com o aumento da iNOS 
podemos concluir que nesta patologia o NO formado dever-se-á ao estado 
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de infl amação, e portanto a administração de mais NO a nível hepático agra-
vará ainda mais esta condição. Du e colaboradores também observaram que 
o sistema redox hepático é dos primeiros a ser afectado com dieta rica em 
sacarose observando uma diminuição da expressão de genes relacionados 
com a capacidade antioxidante deste órgão, nomeadamente o glutationo 
(Du et al., 2010). Também Francini e colaboradores observaram que animais 
alimentados com uma dieta rica em frutose apresentavam já grandes alter-
ações do metabolismo hepático sendo o sistema anti-oxidante um dos prin-
cipais a ser afectado (Francini et al., 2010). Desta forma postula-se que com 
estas alterações hepáticas substanciais no sistema anti-oxidante e também 
com uma maior formação de peroxinitritos ocorra uma total desregulação 
hepática em todo o sistema oxidativo. Desta forma a administração de GSH 
poderá eventualmente melhorar alguma desta disfuncionalidade ao nível do 
stress oxidativo, mas será insufi ciente para reverter a sensibilidade à insuli-
na. Especula-se também que por ocorrer uma diminuição do GSH hepático 
o fígado perca a capacidade  redutora o que  resulta  também  numa  maior 
acumulação de NO e consequente maior formação de peroxinitritos levando 
assim a um aumento da infl amação (observado pelo aumento  da iNOS). Todas 
estas alterações parecem comprometer de tal  forma a função hepática que a 
administração de mais NO ou seus derivados não é benéfi ca. 
 
Dieta rica em sacarose e RSNOs 
Devido a todas estas alterações metabólicas hepáticas descritas e observa-
das, a administração intraportal de GSH e NO, mesmo em doses elevadas, 
neste modelo animal não permitiu de alguma forma a formação de GSNO 
e portanto não se observou o seu efeito potenciador da acção da insulina 
a nível periférico.  Assim só foi possível ultrapassar a insulino-resistência 
observada administrando GSNO a nível periférico. Com essa administração 
foi possível reverter a insulino-resistência observada, indicando que estes 
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fármacos têm a capacidade de promover a acção da insulina a nível per-
iférico. Pela primeira vez in vivo foi possível reestabelecer a resistência à 
insulina neste modelo animal indicando estas substâncias como potenciais 
fármacos no tratamento da resistência à insulina. McGrowder e  colabora-
dores também observaram que em culturas primárias de músculo de animais 
diabéticos a administração de RSNOs promovia o uptake de glucose pelo 
menos para determinadas concentrações (McGrowder et al., 2006). Lira e co-
laboradores também observaram que a administração de SNAP promovia 
uma maior expressão de GLUT 4 promovendo assim o aporte de glucose 
em células musculares (Lira et al., 2007). Contudo o envolvimento destes 
fármacos como mimetizadores da acção da insulina in vivo em modelos 
animais de insulino-resistência nunca havia sido estudado. Pela primeira 
vez observou-se que os RSNOs podem de facto funcionar como fármacos 
efi cazes em situações de sensibilidade à insulina baixa.  
Dos resultados obtidos nesta parte da dissertação conclui-se que o mod-
elo animal de dieta rica em sacarose durante 4 semanas apresenta já uma 
disfunção do mecanismo hepático responsável pela resposta à insulina após 
uma refeição. Em termos metabólicos, esta dieta parece provocar uma total 
alteração a nível hepático que faz com que a administração de GSH e NO 
ao fígado seja insufi ciente para reverter esta insulino-resistência. Contudo, 
apesar da disfuncionalidade hepática a administração sistémica de RSNOs 
parece ultrapassar essa disfunção resultando numa completa reversão da 
insulino-resistência observada para valores semelhantes ao grupo controlo. 
Pela primeira vez conseguiu-se observar a importância dos RSNOs na sen-
sibilidade à insulina, principalmente a sua importância como potenciais fár-
macos no tratamento da insulino-resistência periférica.   
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4.4. Caracterização hepática da sintetase de óxido nítrico 
(NOS): da fi siologia à fi siopatologia 
Introdução 
Tal como já foi vastamente descrito nos capítulos anteriores o NO hepáti-
co é fundamental no mecanismo de resposta à insulina pós-prandial e 
qualquer disfunção na síntese desta molécula está associada a uma disfun-
ção na acção da insulina (Guarino et al., 2003; Guarino et al., 2004; Sadri et 
al., 1999).  Tornou-se crucial fazer uma caracterização da síntese de NO no 
fígado desde a fi siologia, fazendo uma avaliação do jejum/ pós-prandial e 
ainda da fi siopatologia associada à resistência à insulina e diabetes tipo 2.  
A nossa hipótese de trabalho foi de que a síntese de NO aumenta do 
jejum para o pós-prandial. Este aumento ocorre principalmente ao 
nível da actividade hepática da sintetase de óxido nítrico (NOS) cor-
relacionando-se com o aumento da sensibilidade à insulina pós-pran-
dial. A síntese hepática de NO encontra-se comprometida em modelos 
animais  patológicos associados a resistência à insulina sendo que se 
poderá estabelecer uma correlação entre o NO hepático e a sensibili-
dade à insulina. 
Materiais e Métodos 
O principal objectivo deste trabalho foi caracterizar a sintetase de NO 
(NOS) avaliando a expressão genética, a actividade enzimática e quantifi car 
os níveis de NO no fígado (ver secção 3.10, 3.11 e 3.12 de Materiais e Méto-
dos). Esta caracterização foi dividida em vários modelos animais desde a 
fi siologia, comparando jejum e pós-prandial, até à fi siopatologia, focando 
na resistência à insulina.  
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Protocolos Experimentais 
Nos modelos animais Wistar e Sprague Dawley estudou-se a expressão e 
actividade hepática da NOS e quantifi cou-se os níveis hepáticos de NO em 
jejum (24h) e no estado pós-prandial. Nos modelos LZR, OZR e ZDF esta 
caracterização foi efectuada apenas no estado pós-prandial. 
Resultados: 
Caracterização hepática da expressão e actividade da sintetase de óxido 
nítrico (NOS) e dos níveis hepáticos de óxido nítrico (NO) no jejum e 
após uma refeição em animais saudáveis 
Quando se alterou o estado nutricional não ocorreram alterações ao nív-
el da expressão da NOS, quer as isoformas constitutivas, NOS endotelial 
(eNOS) e NOS neuronal (nNOS), quer a indutível (iNOS) (Figura 32).   
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Figura 32 Expressão de mRNA no fígado das isoformas da sintetase de óxido nítrico 
(NOS), endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e indutível (iNOS) em animais jejua-
dos 24h (barra preta) e animais no estado pós-prandial (barra branca). Nesta análise 
assume-se que os animais em jejum expressam 100% dos genes e compara-se a % 
de expressão do gene relativamente a esses animais. Quer em ratos Sprague Dawley 
(n=6) (painel superior - A), quer em ratos Wistar (n=5) (painel inferior - B) os níveis de 
expressão genética das três isoformas estavam igual nos dois estados nutricionais, 
não havendo qualquer diferença no mRNA entre os animais jejuados durante as 24h 
e após a refeição (estado pós-prandial). eNOS: sintetase de óxido nítrico endotelial; 
nNOS: sintetase de óxido  nítrico neuronal; iNOS: sintetase de óxido nítrico indu-
tível 
Os ratos Sprague-Dawley não apresentaram qualquer alteração da ac-
tividade da NOS entre estados nutricionais (Figura 32A), contudo quando 
quantifi cados os níveis de NO hepático observou-se um aumento do NO 
do estado de jejum  para o estado pós-prandial (p <0.05) (Figura 33B). Este 
aumento nos níveis de NO também se observou nos ratos Wistar (p <0.05)
(Figura 34B). Nos ratos Wistar ocorreu um aumento da actividade do NOS 
do jejum para o pós-prandial (p <0.05) (Figura 34A).  
142
Figura 33: Actividade total da sintetase de óxido nítrico (NOS) no fígado (A) e concentração-
hepática de nitratos (B) em ratos Sprague Dawley no estado de jejum (barra preta) e 
após a refeição (barra branca). Não se observou nenhuma alteração da NOS do jejum 
(n=9) para o pós-prandial (n=15). Apesar de não ocorrerem alterações na actividade 
do NO entre estados nutricionais, os níveis de  NO no fígado aumentaram do jejum 
para o pós-prandial (jejum: n=7; Após refeição:  n=7). *, p <0.05 comparando o estado 
de jejum com o estado pós-prandial (após a refeição).  
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Figura 34:Actividade da NOS hepático e quantifi cação dos níveis de óxido nítrico no fí-
gado em ratos Wistar no estado de jejum (barra preta) e após a refeição (barra branca). 
Nestes animais ocorreu um aumento da actividade da NOS do jejum (n=7) para o 
pós-prandial (n=4). Também se observou um aumento do NO hepático do jejum 
(n=15) para o pós-prandial (n=18). *, p<0.05 comparando jejum e após refeição. 
Caracterização hepática da expressão e actividade da sintetase de óxido 
nítrico (NOS) e dos níveis hepáticos de óxido nítrico (NO) no jejum e 
após uma refeição em animais com diferentes tipos de dieta 
Nesta parte do trabalho os animais foram alimentados com diferentes ti-
pos de dietas: dieta rica em lípidos (HFD) durante 4 semanas e dieta rica em 
sacarose durante 4 e 9 semanas. Todos os animais foram testados com 12 
semanas. 
Dieta Rica em Lípidos 
Da análise da expressão genética dos animais expostos a dieta rica em 
lípidos (HFD) não se observou nenhuma alteração das isoformas da NOS 
quando comparando HFD no estado de jejum e HFD no estado pós-prandial. 
Quando comparámos cada estado nutricional dos HFD com os animais 
controlo observámos que quer no jejum quer após a refeição existem já 
alterações signifi cativas de todas as isoformas. As isoformas constituti-
vas, eNOS e nNOS, encontravam-se signifi cativamente menos expressas, 
29.4±4.7% (n=6, p <0.01) e 25.1±5.4% (n=6, p <0.05), respectivamente, en-
quanto que a  NOS indutível se encontrava signifi cativamente mais expressa 
(266.8±74.1% (n=6, p <0.05) nos HFD quando comparada com o grupo con-
trolo. Estas alterações são independentes do estado nutricional (Figura 35).  
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Figura 35: Expressão genética das isoformas da sintetase de óxido nítrico (NOS) com-
parando os animais controlo com animais com dieta rica em lípidos (HFD) durante 
4 semanas. No jejum (painel superior-A) e no pós-prandial (painel inferior - B), quando 
comparados os HFD com o grupo controlo observou-se que ocorre uma diminuição 
das isoformas constitutivas, endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), expressando 
muito menos, e um aumento da indutível (iNOS), que quando comparada com o 
grupo controlo expressou mais. Estas alterações ocorrem quer no estado de jejum 
(n=6) quer no estado pós-prandial (n=6). eNOS: sintetase de óxido nítrico endotelial; 
nNOS: sintetase de óxido nítrico neuronal; iNOS: sintetase de óxido nítrico indutível 
*, **, p <0.05 e p <0.01 comparando sempre com o respectivo grupo controlo (que 
expressa 100%).   
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Não se observaram alterações da actividade da NOS entre estados nutri-
cionais no modelo animal de dieta rica em lípidos (Figura 36).  
Figura 36: Actividade enzimática da sintetase de óxido nítrico (NOS) no fígado de animais 
submetidos a uma dieta rica em lípidos durante 4 semanas. Observámos que não 
ocorreu qualquer alteração na actividade total deste enzima quando comparado com 
o grupo controlo (n=9), quer no jejum (n=6) quer após a refeição (n=6). 
Da quantifi cação das concentrações hepáticas de NO no fígado, por qui-
mioluminescência, ocorreram alterações signifi cativas nos níveis de NO 
após uma refeição no grupo de  animais alimentados com dieta rica em lípi-
dos. Nestes animais o aumento dos níveis de NO que normalmente ocorre 
após a refeição, deixou de existir (Figura 37).  
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Figura 37: Níveis de óxido nítrico hepático no grupo controlo (n=6) e no grupo de ani-
mais  expostos a dieta rica em lípidos durante 4 semanas (n=6). Ocorreu um aumento 
dos níveis de NO no grupo controlo do jejum (barra preta) para o pós-prandial (após 
refeição-barra branca). Quando analisámos os níveis de óxido  nítrico nos animais com 
dieta rica em lípidos este aumento não ocorreu. * Grupo  Controlo jejum vs Após re-
feição; # Grupo Controlo após refeição vs Grupo dieta  rica em lípidos após refeição. 
Dieta Rica em Sacarose (análise da progressão da doença) 
Nesta parte do trabalho pretendeu-se caracterizar a expressão e actividade 
da NOS e determinação dos níveis hepáticos de NO  com diferentes perío-
dos de exposição à dieta. Assim analisou-se animais com 12 semanas de 
idade em que das 8 até às 12 semanas (4 semanas) a bebida consistia numa 
solução aquosa de sacarose 35%.  Num segundo grupo também analisado às 
12  semanas, a dieta rica em sacarose iniciou-se com 3 semanas perfazendo 
9 semanas de dieta. 
No grupo de animais expostos a dieta rica em sacarose, quer durante 4 
semanas, quer durante 9 semanas não se observaram alterações dos níveis 
de mRNA do jejum para o pós-prandial. Quando  estes dois  grupos foram 
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comparados com o grupo controlo a iNOS aumentou consideravelmente a 
sua expressão independentemente do estado nutricional e do tempo de ex-
posição à dieta. As restantes isoformas não apresentaram qualquer alteração 
da sua expressão (Figura 38).  
Figura 38: Níveis de expressão genética do modelo animal de sacarose (SUC) comparado 
relativamente ao grupo controlo (CTRL), no jejum (A) e após a refeição (B). Ao  lon-
go da progressão da doença apenas se observaram alterações signifi cativas da NOS 
indutível (iNOS) sendo este efeito observado independentemente do estado nutri-
cional. SUC4: Animais expostos a dieta rica em sacarose durante 4 semanas;  SUC9: 
animais expostos a dieta rica em sacarose durante 9 semanas. eNOS: sintetase de 
óxido nítrico endotelial, nNOS: sintetase de óxido nítrico neuronal; iNOS: sintetase 
de óxido nítrico indutível; *, ** p <0.05 e 0.01, respectivamente  comparando CTRL 
(100%) vs SUC 4 e SUC 9.  
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Da actividade enzimática as principais diferenças observadas foram na 
avaliação após a refeição, em que o grupo com dieta  rica em sacarose man-
teve a actividade enzimática deste enzima em  níveis  semelhantes ao jejum 
(Figura  39). Este efeito foi independente do tempo de exposição à dieta.  
Figura 39: Actividade hepática da sintetase de óxido nítrico no grupo controlo e grupo 
com dieta rica em sacarose durante 4 semanas e durante 9 semanas. Ocorreu um 
incremento da actividade deste enzima do jejum (n=7) para o pós-prandial (n=5), 
contudo este aumento não se observou quando os animais foram alimentados com 
dieta rica em sacarose, independentemente do tempo de exposição à dieta. Estes 
animais perderam o aumento da actividade deste enzima após a refeição. **,  p<0.01 
comparando jejum e após refeição do grupo controlo; ##, p <0.01, &, p <0.05 do 
após a refeição do grupo controlo vs após a refeição do grupo dieta rica em sacarose 
durante 4 semanas e durante 9 semanas respectivamente. 
Os níveis hepáticos de NO no grupo com dieta rica em sacarose durante 
4 semanas aumentaram no jejum, não sofrendo alterações com a refeição 
(Figura 40). Com o aumento da duração da dieta os níveis de NO no fígado 
diminuíram quer no jejum quer no pós-prandial (Figura 40)  
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Figura 40: Níveis hepáticos de óxido nítrico no modelo animal exposto a uma dieta rica  em 
sacarose. Quando os animais foram expostos a uma dieta rica em sacarose durante 
4 semanas observámos um aumento do NO hepático sendo este aumento observado 
quer no jejum (n=3) quer no pós-prandial (n=8). O aumento de exposição  à dieta para 
9 semanas diminuiu drasticamente estes níveis nos dois estados nutricionais (n=4). *, 
p<0.05 comparando grupo controlo jejum vs após refeição; $, p <0.05 comparando 
após refeição do grupo controlo com após refeição grupo com dieta rica em sacarose 
durante 4 semanas. ###, p<0.001 comparando jejum do grupo controlo vs jejum 
grupo dieta rica em sacarose durante 4 semanas; & comparando após refeição do 
grupo controlo vs após refeição do grupo sacarose exposto a 9 semanas de dieta. 
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Caracterização hepática da expressão e actividade da sintetase de óxido 
nítrico (NOS) e dos níveis hepáticos de óxido nítrico (NO) em animais 
geneticamente manipulados para o desenvolvimento de resistência à 
insulina 
Neste estudo apenas foi efectuada uma caracterização da NOS no estado 
pós-prandial (após a refeição). Os animais estudados foram o rato Zucker 
obeso (fa/fa, OZR), o rato Zucker diabético (fa/fa, ZDF) e como grupo con-
trolo utilizou-se o rato Zucker não obeso e não diabético (fa/+, LZR).  
Modelo animal de obesidade 
Os  ratos OZR  (n=6)  apresentavam  diferenças  na  expressão  das  iso-
formas constitutivas da NOS,  endotelial  e  neuronal,  quando comparados 
com os LZR (n=9). No modelo genético de obesidade a eNOS encontrava-
se menos expressa (apenas expressou 59.1±12.1% enquanto os LZR expressam 
100%, p <0.05), e a nNOS mais expressa (expressou 189.1±22.4% enquanto os 
LZR  expressam 100%, p <0.05). A iNOS não teve qualquer alteração da sua 
expressão quando comparada com os LZR (Figura 41).  
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Figura 41: Níveis de expressão genética hepática da sintetase de óxido nítrico (NOS) no 
rato Zucker obeso (OZR, n=6)) relativamente ao Zucker não obeso (LZR, n=6). Ob-
servámos que o modelo genético de obesidade apresentou uma diminuição da ex-
pressão da NOS endotelial (eNOS), enquanto que a nNOS se encontrava sobrex-
pressa quando comparada com os LZR. Isoforma indutível (iNOS) não apresentou 
qualquer alteração nos OZR. LZR: rato Zucker não obeso; OZR rato Zucker obeso; 
eNOS: sintetase do óxido nítrico endotelial; nNOS: sintetase do óxido nítrico neu-
ronal; iNOS: sintetase do óxido nítrico indutível;  *,  p  <0.05  comparando LZR com 
OZR em cada isoforma. 
Os ratos OZR (n=9) apresentavam uma diminuição da actividade hepática 
da NOS quando comparados com os LZR (n=10, p <0.001) (Figura 42).  
Figura 42: Actividade enzimática da sintetase de óxido nítrico no modelo animal de obe-
sidade (OZR,  n=9) comparada com o grupo controlo (LZR,  n=10). O rato OZR apre-
sentou a actividade enzimática hepática da NOS bastante diminuída quando com-
parada com o seu grupo controlo. ***, p<0.001 comparando OZR  e os LZR.   
Não ocorreu qualquer alteração dos níveis hepáticos de NO nos OZR 
(n=6) quando comparados com os LZR (n=6) (Figura  43).   
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Figura 43: Níveis hepáticos de óxido nítrico (NO) determinados por quimioluminescência 
no modelo animal de obesidade (OZR, n=6), relativamente ao grupo controlo (LZR, 
n=6). Podemos observar que não existe alteração dos níveis de NO neste modelo 
animal de obesidade.  
Modelo animal de Diabetes Tipo 2 
O modelo animal de diabetes tipo 2 quando comparado com  o rato LZR, 
apresentou alterações signifi cativas das três isoformas. Nos ratos ZDF 
(n=10) observámos, que a eNOS se encontrava diminuída (apenas expres-
sava 18.3±2.6% enquanto o grupo controlo expressa 100%, p <0.001). A nNOS 
estava mais expressa 358.7±65.8% que os LZR (p <0.01). A iNOS aumentou 
em 53970±12518% (p <0.001) a sua expressão relativamente aos LZR (n=6) 
que expressam 100% (Figura 44).  
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Figura 44: Expressão genética hepática da sintetase de óxido nítrico (NOS) determinada 
após a refeição no modelo animal de diabetes tipo 2, o rato Zucker diabético (ZDF, 
n=10). A NOS endotelial (eNOS) encontrava-se menos expressa nos ZDF quando 
comparados com os LZR enquanto que a neuronal (nNOS) se encontrava mais ex-
pressa. A NOS indutível (iNOS) apresentava uma grande alteração da sua expressão 
neste modelo expressando 53970±12518% mais que o grupo controlo (n=6) **, *** 
p <0.01 e  0.001 respectivamente comparando LZR com ZDF em cada isoforma.  
Nos animais ZDF ocorreu um decréscimo da actividade deste enzima 
(n=9, p <0.05) quando comparados com o LZR (n= 10) (Figura 45).  
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Figura 45: Actividade enzimática da sintetase de óxido nítrico (NOS) no fígado no modelo 
animal de diabetes tipo 2, o rato Zucker diabético (ZDF, n=9). Este modelo animal 
apresenta uma diminuição da actividade hepática do NOS quando comparado com o 
LZR (n=10). *, p <0.05 comparando LZR e ZDF. 
Os níveis hepáticos de NO determinados por quimioluminescência most-
raram um decréscimo do NO no fígado nos ZDFs (n=6, p <0.01) (Figura 46). 
Figura 46: Níveis hepáticos de óxido nítrico (NO), no modelo animal de diabetes tipo 
2 (ZDF, n=6; LZR, n=6). O rato ZDF apresentou um decréscimo do NO hepático 
quando comparado com o LZR: ** p <0.01 comparando LZR vs ZDF.  
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Resumo de resultados: 
No tabela seguinte são apresentadas as principais alterações hepáticas na 
expressão e actividade da NOS e níveis de NO nos vários modelos testa-
dos e ainda sensibilidade à insulina e glicémia. Estão representados neste 
quadro apenas as alterações observadas após a refeição e comparadas com 
o grupo controlo.  
Tabela 9 : Comparação de todas as estirpes utilizadas na caracterização da sintetase de 
óxido nítrico (NOS). Os resultados apresentados são relativos apenas à análise após 
a refeição. -, baixa; --, signifi cativamente baixa; ---, muito baixa; +, alta; +++  muito 
alta; =, igual.  
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Da análise da tabela 9 conclui-se que em todos os modelos analisados a 
sensibilidade à insulina e a actividade da NOS estão diminuídas. Os níveis 
de nitratos também parecem correlacionar-se com a sensibilidade à insulina 
com excepção do rato obeso que não tem qualquer alteração desteparâmetro 
quando comparado com o LZR (=) e no modelo animal de sacarose de 4 
semanas onde o NO hepático se encontra mais alto.  
Observa-se ainda que em termos de expressão genética ocorrem sempre 
alterações signifi cativas de pelo menos uma das isoformas. A isoforma en-
dotelial está baixa em todos os  modelos com excepção dos animais saca-
rose. A isoforma neuronal ou não apresenta alterações ou está mais expressa 
quando comparada com o controlo, com excepção do modelo de dieta rica 
em lípidos em que esta isoforma está mais baixa.  A NOS indutível está 
mais expressa, sendo que no modelo de diabetes tipo 2 (ZDF) esta isoforma 
está muito mais expressa, o que parece indicar que a hiperglicémia agrava 
a condição de infl amação. 
Discussão e Conclusão: 
Dos resultados obtidos nesta parte da dissertação, onde se pretendeu aval-
iar a importância do NO hepático, desde a sua expressão até aos seus níveis 
no fígado e relacioná-lo com a sensibilidade à insulina, observámos que 
esta molécula tem implicações fi siológicas e fi siopatológicas de extrema 
importância na acção da insulina. Pela primeira vez, em duas estirpes difer-
entes, do estado de jejum para o pós-prandial, não ocorre alteração dos 
níveis de expressão genética quando analisámos diferentes estados nutri-
cionais. Contudo os níveis de NO no fígado aumentaram consideravelmente 
no estado pós-prandial.  
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Quando se avaliou os modelos em que a dieta foi alterada (ratos com dieta 
rica em lípidos, dieta rica em sacarose e ainda os ratos Zucker diabéticos) 
a alteração comum a todas estas dietas foi um aumento da expressão da 
iNOS, o que nos parece indicar que a produção de NO dependente da iNOS 
é susceptível à dieta a que os animais estão expostos. Um outro factor co-
mum a todos os modelos analisados para além da insulino-resistência, é de 
que a actividade do enzima que sintetiza o NO se encontra comprometida 
no estado pós-prandial. Neste sentido em todos os animais estudados ocorre 
um compromisso da sensibilidade à insulina pós-prandial que se correla-
ciona com um decréscimo da actividade do enzima neste mesmo estado 
nutricional. 
Sintetase de óxido nítrico (NOS) expressão, actividade, níveis de óxido 
nítrico e o estado nutricional (fi siologia) 
O fígado nomeadamente o sistema parassimpático hepático é responsáv-
el por cerca de 50% da sensibilidade periférica à insulina. Neste mecan-
ismo o NO é fundamental, contudo não existe nenhum estudo em que se 
avalie e caracterize o NO do estado de jejum para o estado pós-prandial. 
Pela análise  dos resultados obtidos em nenhumas das estirpes analisadas 
(Sprague-Dawley e Wistar) ocorreu uma alteração ao nível da expressão 
genética das isoformas da NOS, concluindo-se assim que o estado nutri-
cional não afecta a expressão deste enzima. Os ratos Wistar apresentam 
já alterações signifi cativas da actividade deste enzima quando analisados 
em diferentes estados nutricionais, ocorrendo um aumento da actividade 
deste enzima do jejum para o pós-prandial. Este efeito não se observa na 
estirpe de animais Sprague Dawley. Vários autores descrevem que existem 
alterações signifi cativas entre estirpes no metabolismo de glucose, nome-
adamente na secreção de insulina e péptido-C. Do trabalho experimental 
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desenvolvido  aqui no laboratório observou-se que os ratos Sprague Daw-
ley respondem de uma forma menos efi caz à insulina que os ratos Wistar, 
sendo que estas alterações poderão estar associadas ao NO que é produzido 
por estes animais. De qualquer das formas quando analisámos os níveis 
de NO hepático estes  animais apresentam  um  aumento do NO no fígado 
após a refeição, o que nos parece indicar que do jejum  para o pós-prandial 
aumenta a biodisponibilidade do NO. Nos ratos Wistar o aumento da activi-
dade deste enzima leva a que se observe um aumento dos níveis de NO no 
fígado. Desta forma podemos concluir que o NO é afectado do jejum para o 
pós-prandial sendo que após a refeição, os níveis hepáticos desta molécula 
aumentam. Estes resultados corroboram mais uma vez com a hipótese de 
que o mecanismo pós-prandial de  aumento da sensibilidade à insulina é de-
pendente dos níveis  de NO e ainda de GSH (que também aumentam do jejum 
para o pós-prandial (em ambas as estirpes - resultados não publicado) sendo que 
a sua administração a nível portal de forma a aumentar os seus níveis será 
sufi ciente para mimetizar a sensibilidade à insulina pós-prandial (tal com 
se observou no capítulo 4.3.2). Estes resultados permitem concluir mais uma 
vez o envolvimento do fígado na acção periférica da insulina pós-prandial, 
e mais do que isso o envolvimento do NO nesse mecanismo fundamental 
de manutenção do metabolismo da glucose dependente do sistema paras-
simpático hepático. 
Sintetase do óxido nítrico (NOS) expressão, actividade e níveis de óxido 
nítrico hepáticos na fi siopatologia   
Expressão Genética 
Alteração da dieta e a iNOS 
Associação entre aumento da iNOS e a diabetes está bem documentada. 
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De facto sabe-se que nesta patologia ocorre um grande aumento do stress 
oxidativo celular com aumento de factores infl amatórios, inclusivamente a 
iNOS (Fujimoto et al., 2005; Hansen et al., 1999). Vários autores relacionam 
alterações da dieta com aumento do stress oxidativo e infl amação. O mecan-
ismo exacto que leva a estas alterações não é conhecido. Estas alterações 
metabólicas parecem ocorrer de uma forma continuada ao longo da pro-
gressão da doença falando-se mesmo numa infl amação crónica que acom-
panha o desenvolvimento para a diabetes tipo 2 (Ahima, 2006; Bloch-Damti et 
al., 2005; Ceriello  et al., 2004; Chang et al., 2010; Fujimoto et al., 2005; Rudich 
et al., 1998). 
Nos modelos animais de resistência à insulina induzida pela dieta pro-
pomos que a iNOS seja uma das primeiras alterações a ocorrer, estando 
estas disfunções associadas ao tipo de dieta. Blouet e colaboradores obser-
varam também que alterações do processo infl amatório ocorrem quando os 
animais estão sujeitos a uma alteração da dieta (Blouet et al., 2007). Mais 
ainda estudo de animais knock-out da iNOS mostram que o desenvolvi-
mento da  insulino-resistência com este tipo de dietas se encontra retardado 
ou simplesmente não acontece (Fujimoto et al., 2005; Tsutsui et al., 2009). 
Carvalho-Filho e colaboradores também observaram que a administração 
de um inibidor da iNOS a ratos alimentados com dieta rica em sacarose im-
pedia o desenvolvimento da insulino-resistência neste modelo. Desta forma 
a relação entre  a iNOS e o surgimento da patologia parecem estar intimam-
ente correlacionados (Carvalho-Filho et al., 2006).  
A dieta encontra-se intimamente relacionada com a desregulação do me-
tabolismo de manutenção da homeostase da glucose, sendo que dietas com 
elevado teor em gordura, ou açúcares provocam grandes alterações de todo 
o metabolismo, não só hepático mas também periférico. A iNOS é conse-
quência da diminuição das defesas antioxidantes da célula sendo um mar-
cador de infl amação. Parece-nos que a ingestão de dietas com elevado teor 
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em lípidos e açúcares alteram de alguma forma a capacidade de resposta da 
célula resultando assim num processo infl amatório que ocorre numa fase 
precoce do desenvolvimento da doença. 
NOS constitutivas (eNOS; nNOS) e insulino-resistência 
De todos os modelos animais analisados e tendo em consideração a litera-
tura parece-nos que das isoformas constitutivas a que se poderá relacionar 
com a insulino-resistência deverá ser a NOS endotelial (eNOS). Das várias 
patologias estudadas em todos os modelos animais, com excepção dos ani-
mais com dieta rica em  sacarose,  ocorre uma diminuição hepática desta 
isoforma no fígado pelo que parece ser esta que melhor se correlaciona 
com o mecanismo pós-prandial de sensibilidade à insulina dependente do 
NO hepático (no entanto será importante referir que apesar de não ocorrer uma 
alteração na expressão de eNOS, neste modelo animal há  perca de actividade deste 
enzima do jejum para o pós-prandial).  
Vários autores observaram que ocorria uma diminuição da expressão 
NOS endotelial e que esta diminuição se correlacionava com a insulino-
resistência (Higaki et al., 2001; Huang, 2009; Tabit  et al., 2010; Tsuchiya et al., 
2007). Esta alteração estava associada à disfunção endotelial que também se 
sabe que se encontra comprometida na diabetes tipo 2 (Huang, 2009; Petrie 
et al., 1996; Scherrer et al., 2000). Apesar da associação da eNOS com  a 
disfunção endotelial esta isoforma em condições normais está  associada 
a um aumento do transporte de glucose no músculo-esquelético  (Li et al., 
2004;  Linden et  al., 2010;  Wasserman et al., 2010). A via do NO associada 
à eNOS e ao transporte de glucose está muito bem documentada durante 
o exercício, onde se observou que a sua expressão aumentava, com au-
mento da actividade e os níveis de proteína, culminando num maior aporte 
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de glucose no músculo sendo este aporte independente da via de sinalização 
da insulina (Merry et al., 2010a; Wasserman  et al., 2010). Mais recentemente 
observou-se ainda que a eNOS seria responsável pelo aporte de glucose 
mediado pelo GLUT 4 numa situação basal (Merry et al., 2010a; Wasserman 
et al., 2010).Assim esta isoforma parece ser de extrema importância na ma-
nutenção da homeostase da glucose e qualquer disfunção poderá compro-
meter este mecanismo. Estudos de knock-out da NOS endotelial salientam 
mais uma vez o envolvimento desta isoforma na insulino-resistência, uma 
vez que estes animais apresentam alterações signifi cativas na homeostase 
da glucose, na secreção de insulina, no metabolismo  glucídico e lipídico, o 
que indica a importância desta isoforma  na acção da insulina (Duplain et al., 
2001; Le Gouill et al., 2007;  Tsutsui et al., 2009).  
Apesar de apenas se ter observado os níveis de expressão desta isoforma 
no fígado postulámos que seja neste tecido que a sua regulação seja fun-
damental para a acção da insulina. Propõe-se assim que o NO sintetizado 
pela eNOS seja libertado para a corrente sanguínea na forma de nitrosotiol 
(neste sentido o glutationo será preponderante também para a formação deste com-
posto)e que seja como GSNO que tenha as suas funções endócrinas. Este 
papel endócrino do NO também foi observado em capítulos anteriores e 
foi proposto por Elrod e colaboradores que mostraram que o NO poderá 
actuar em tecidos mais distantes num mecanismo que envolve a formação 
de RSNOs (Elrod et  al., 2008). 
A NOS neuronal existe maioritariamente no músculo, sendo que a sua 
expressão no fígado é muito baixa, contudo não temos nenhuma razão para 
a excluirmos deste mecanismo. Esta isoforma regula os mecanismos de ex-
citação e contracção muscular e no sistema nervoso central regula o sistema 
cardiovascular, contudo a sua função na regulação do metabolismo glucíd-
ico ainda é desconhecida (Cook et al., 2002; Stamler et al., 2001). Shankar 
e colaboradores mostraram que a administração intracerebroventricular de 
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um inibidor da NOS provoca insulino-resistência e alterações da secreção 
de insulina, sugerindo um mecanismo central que é dependente desta iso-
forma (Shankar et al., 1998). Estudos de knock-out desta isoforma são incon-
clusivos ocorrendo alteração ou não da acção da insulina. Existem ainda 
alguns autores que descrevem que, de forma a compensar o decréscimo da 
NOS endotelial, esta isoforma possa compensar e aumentar a sua expressão 
(Shankar et al., 2000). Esta forma de compensação pode acontecer nalguns 
modelos animais estudados em que a nNOS está mais expressa quando a 
eNOS diminuiu, como no modelo de dieta rica em lípidos. Assim continua 
por esclarecer a sua função na regulação da sensibilidade à insulina. Tendo 
em conta a sua baixa expressão a nível hepático parece-nos que as alterações 
observadas não poderão funcionar como indicativas da insulino-resistência. 
Propomos que a eNOS seja fundamental no mecanismo pós-prandial de 
sensibilidade à insulina e que uma alteração desta isoforma altere consider-
avelmente a resposta à acção da insulina pós-prandial uma vez que os níveis 
de NO hepático diminuem. Esta alteração juntamente com o aumento da 
iNOS, consequência de alteração da dieta, leva a uma total desregulação do 
metabolismo de homeostase da glucose levando a alterações signifi cativas 
da sensibilidade à insulina que se vão agravando com o desenvolvimento 
da doença. 
Actividade da NOS e insulino-resistência 
Dos resultados obtidos observámos que em todos os modelos (com excep-
ção dos OZR) a actividade deste enzima após a  refeição se encontra com-
prometida. Uma vez que não foi possível destrinçar entre a contribuição da 
iNOS relativamente à NOS constitutivas nesta determinação não podemos 
concluir qual das isoformas poderá contribuir mais para os níveis de NO 
hepático. De qualquer das formas parece-nos que quando ocorrem alter-
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ações signifi cativas na expressão da NOS endotelial a actividade deste en-
zima tem a mesma tendência, o que indica que será esta isoforma que terá 
maior relevância a nível hepático. 
Nesta parte do trabalho foi possível fazer uma caracterização da NOS 
hepática desde a sua expressão até aos níveis de NO  no fígado. Pela primeira 
vez observámos que na fi siologia o NO hepático após uma refeição aumenta 
consideravelmente contribuindo assim para o mecanismo pós-prandial de 
sensibilidade à insulina.  
Concluímos também que sempre que se induziu uma alteração da dieta, 
a iNOS aumentou drasticamente a sua expressão colocando o NO, pelo 
menos o NO hepático, como um marcador importante na detecção precoce 
da doença. Inferiu-se ainda que a actividade enzimática da NOS correlacio-
na-se  com a insulino-resistência. Estes resultados parecem indicar-nos que 
a isoforma da NOS que participa no mecanismo pós-prandial de acção da 
insulina  na fi siologia deverá ser a NOS endotelial.   
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Os resultados obtidos nesta dissertação contribuem e revelam a importância 
do fígado na manutenção da acção da insulina nos tecidos periféricos. Mais 
ainda conseguiu-se pela primeira vez observar que este mecanismo hepáti-
co, onde os nervos parassimpáticos hepáticos são fundamentais, é também 
relevante na manutenção da glicémia pós-prandial, interferindo exclusiva-
mente com a taxa de desaparecimento de glucose nos tecidos periféricos. 
Os tecidos-alvo para a acção deste mecanismo são o músculo-esquelético, 
o coração e o rim. 
Observámos ainda que a formação de RSNOs pode ser parte integrante 
deste mecanismo hepático embora a acção destes ocorra a nível periférico, 
sugerindo que estas substâncias terão funções importantes na acção per-
iférica da insulina. Estas moléculas têm uma grande relevância fi siológica 
principalmente em situações de sensibilidade à insulina baixa, nomeada-
mente no jejum e após desnervação parassimpática hepática. Com estes re-
sultados conseguiu-se ainda e pela primeira vez reverter uma situação de 
resistência à insulina induzida pela dieta com a administração de RSNOs, 
posicionando estes fármacos como terapia efi caz no tratamento desta pato-
logia. 
Por fi m iniciámos ainda uma caracterização da síntese do NO desde a fi -
siologia até à resistência à insulina, diabetes tipo 2 e obesidade conseguindo 
também pela primeira vez associar uma diminuição da actividade hepática 
da NOS com a insulino-resistência periférica e ainda fazer uma associação 
directa entre alteração da dieta e um aumento da iNOS colocando esta iso-
forma como um marcador de excelência para detecção precoce desta pato-
logia.
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Considerações Metodológicas 
A sensibilidade à insulina foi determinada pelo teste rápido de sensibili-
dade à insulina (RIST). Este método foi seleccionado  uma vez que permite 
que seja feito no mesmo animal vários testes com elevada reprodutibilidade, 
permitindo um desenho experimental emparelhado (Lautt et al., 1998). Para 
além disso o RIST não é afectado pelo anestésico permitindo resultados 
semelhantes entre animais anestesiados e conscientes (Latour et  al., 2002a). 
Este teste por ser euglicémico permite que não ocorra a acção das hor-
monas contra-reguladoras, permitindo assim avaliar apenas a acção da in-
sulina. Além do mais este teste permite que seja possível uma comparação 
antes e após uma intervenção cirúrgica ou farmacológica vantagem esta que 
mais nenhum teste que avalie a acção da insulina faz (Lautt et al., 1998).  
Sendo o RIST um clamp hiperinsulinémico assegurámos também que a 
produção hepática de glucose se encontra inibida pela hiperinsulinémia. 
Xie e colaboradores observaram que 30 minutos após o inicio do RIST a 
produção hepática de glucose ainda se encontrava inibida quando compara-
do com o basal (Xie et al.,1996b). 
Para avaliarmos a importância dos nervos parassimpáticos hepáticos nas 
excursões de glucose utilizámos um teste de tolerância à refeição (MTT). 
Utilizou-se uma refeição mista em vez de apenas glucose porque sabemos 
que a glucose por si só não é sufi ciente para activar estes nervos sendo 
necessário uma refeição composta pelos três componentes para que então 
este mecanismo dependente do sistema parassimpático hepático ocorra(Sadri 
et al., 2006). Além do mais o MTT estuda a capacidade de regulação da 
glicémia numa situação mais fi siológica do que o teste de tolerância à glu-
cose. O MTT parece induzir uma resposta pancreática superior ao teste de 
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tolerância à glucose o que permite a detecção de pequenas diferenças nas 
respostas glicémicas e insulinémicas, particularmente em situações de re-
sistência à insulina que durante o teste de tolerância à glucose seriam inde-
tectáveis (Beatitude et al., 2002; Steil et al., 2004).  
5.1. Envolvimento dos nervos parassimpáticos hepáticos na 
homeostase da glucose após a refeição 
Nesta dissertação observámos que os nervos parassimpáticos hepáticos 
são fundamentais para a acção da insulina pós-prandial, pois quando se in-
duziu uma disfunção vagal a sensibilidade à insulina diminui. Pela primeira 
vez observou-se que este mecanismo dependente do parassimpático hepáti-
co é fundamental na manutenção da glicémia pós-prandial, sendo que uma 
disfunção deste sistema provocou hiperglicémia durante o teste de tolerân-
cia à refeição intra-entérica. Aquando da desnervação observámos que os 
animais apresentam uma tolerância à refeição diminuída, sem qualquer al-
teração na secreção da célula β, nomeadamente de péptido –C e insulina, o 
que se refl ecte num aumento da excursão de glucose nestes animais.
A partir do uso de dois tracers concluiu-se que esta intolerância à refeição 
traduzida numa hiperglicémia após a desnervação é exclusivamente devido 
a uma diminuição da taxa de desaparecimento de glucose, concluindo que 
os nervos parassimpáticos hepáticos afectam o aporte de glucose para os 
tecidos e não a produção endógena de glucose ou a taxa de aparecimento 
(absorção) de glucose no sangue. Estes resultados permitiram assim con-
cluir que este sistema hepático é fundamental no metabolismo de regulação 
da glucose, alterando a sua homeostase por diminuição do aporte de glucose 
para os tecidos. Estes resultados colocam assim a disfunção parassimpática 
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na génese da resistência à insulina por diminuição do aporte de glucose nos 
tecidos periféricos.
5.2. Relevância dos nervos parassimpáticos hepáticos na cap-
tação periférica de glucose. 
Uma vez determinada a importância dos nervos parassimpáticos hepáticos 
na homeostase da glucose e percebendo que este mecanismo estava relacio-
nado com o aporte de glucose nos tecidos fomos então determinar quais os 
tecidos que eram afectados pelos nervos. Neste segundo capítulo analisá-
mos pela primeira vez vários tecidos para além do músculo-esquelético e 
observámos que o coração e o rim também diminuíam a captação de glu-
cose após desnervação parassimpática. Pela primeira vez quantifi cou-se o 
envolvimento de todos os tecidos neste mecanismo hepático e observámos 
que o fígado, o pâncreas e o tecido adiposo não interferem no aporte de 
glucose dependente dos nervos parassimpáticos hepáticos. O mecanismo 
celular que afecta estes três órgãos ainda não foi elucidado, contudo pres-
supomos que o principal mediador no músculo-esquelético, coração e o rim 
seja um transportador de glucose (Figura 47).  
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Figura 47: Envolvimento dos nervos parassimpáticos no aporte de glucose. Dos resultados 
obtidos no capítulo 4.2. dos Resultados observámos que os nervos parassimpáticos 
hepáticos  são  fundamentais  na  captação  de  glucose  no  músculo-esquelético, 
coração  e  rim,  sem  afectar  o  tecido  adiposo,  o  fígado  e  o  pâncreas.  Qualquer 
disfunção  vagal  comprometerá  este  mecanismo  que  leva  a  uma  diminuição  da 
captação periférica de glucose nestes tecidos e consequentemente a um aumento  das 
excursões de glucose.  
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5.3. Papel dos S-nitrosotiois (RSNOs) na sensibilidade  à in-
sulina — da fi siologia à fi siopatologia 
Neste capítulo da dissertação procurámos elucidar o papel dos S-nitro-
sotiois na sensibilidade à insulina, isto porque o GSH e NO hepático tem 
grande afi nidade em ligar-se e formar S-nitrosoglutationo (GSNO). Dos re-
sultados obtidos observámos que os RSNOS administrados a nível hepático 
não têm qualquer efeito na sensibilidade à insulina. Isto porque num am-
biente muito redutor como o fígado está descrito que estes compostos são 
rapidamente degradados. Contudo quando administrámos os mesmos com-
postos exactamente na mesma dose a nível sistémico observámos que estes 
têm um efeito potenciador da sensibilidade à insulina quando esta é baixa 
(jejum e após a desnervação), mas para sensibilidades à insulina máximas 
parece ocorrer um mecanismo de retroacção negativo que diminuiu a acção 
desta hormona. Uma vez obtido este resultado na fi siologia optou-se por 
testar o efeito destes fármacos num modelo animal de resistência à insu-
lina induzida pela dieta (modelo animal com dieta rica em sacarose). Pela 
primeira vez reverteu-se esta insulino-resistência pela administração de 
RSNOs a nível sistémico o que nos indica que estas substâncias poderão 
funcionar como fármacos importantes no tratamento desta patologia. Tam-
bém neste parte procurou-se ainda saber qual seria o efeito da administração 
de GSH e NO no fígado na sensibilidade à insulina, e observou-se que estes 
compostos não produziam o mesmo efeito que os RSNOs, indicando que 
neste modelo existe já uma disfunção hepática que impede a formação de 
GSNO e consequentemente a não observação da sua acção a nível perifé-
rico. Apesar desta disfunção a administração de RSNOs parece ultrapassar 
não só essa disfuncionalidade como reverter completamente a resistência 
à insulina, indicando os RSNOs como potenciadores da acção da insulina, 
pelo menos em situações em que esta está comprometida (Figura 48).  
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Figura 48: Mecanismo fi siológico de acção dos S-nitrosotiois na captação de glucose. O 
aumento óxido nítrico (NO) por activação do parassimpático, assim como o aumento 
do glutationo (GSH) leve a que se forme o S-nitrosoglutationo que tem uma acção 
preponderante a nível periférico na acção da insulina. Neste contexto no modelo 
animal de resistência à insulina induzido pela dieta observámos que apenas quando 
administrámos RSNOs é que conseguimos ultrapassar a disfunção hepática neste 
modelo de sacarose e reverter por completo a resistência à insulina induzida.   
172
5.4.   Caracterização  hepática  da  sintetase  de  óxido  nítrico 
(NO): da fi siologia à fi siopatologia 
No último capítulo desta dissertação procedeu-se a uma caracterização 
hepática da síntese do NO o que nos permitiu concluir que o NO é depend-
ente do estado nutricional. Pela primeira vez fez-se um estudo de expressão 
e actividade do sintetase de NO e ainda níveis de NO hepático do jejum para 
o pós-prandial. Observou-se que da passagem do jejum para o pós-prandial 
a actividade da NOS aumenta e consequentemente leva a um aumento dos 
níveis de NO no fígado, relacionando assim o NO com o estado nutricional 
e com a hipótese da HISS.
Quando fi zemos a análise da síntese de NO em vários modelos animais 
de resistência à insulina, nomeadamente obesidade (genética e dieta), diabe-
tes tipo 2 (Rato Zucker diabético) ou resistência à insulina (modelo animal de 
sacarose) observámos que sempre que se procedeu a uma alteração da dieta 
a iNOS aumentou consideravelmente a sua expressão, o que nos parece 
indicar que a génese da infl amação está associada à dieta. Esta observação 
sugere que a iNOS deverá ser uma das primeiras alterações a ocorrer na 
resistência à insulina podendo eventualmente funcionar como um bom de 
resistência à insulina. 
Observámos também que a actividade enzimática da NOS encontra-se di-
minuída em quase todos os modelos estudados indicando que o NO hepáti-
co será fundamental para que a sensibilidade à insulina se mantenha normal 
(Figura 49).   
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Figura 49: Proposta de mecanismo de regulação do óxido nítrico hepático na acção  per-
iférica da insulina. Em situações normais o NO é fundamental para que a  acção da 
insulina seja mantida. Contudo uma alteração da dieta parece induzir  um aumento 
de expressão do NO que desregula este mecanismo do NO na acção  da insulina. 
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Podemos concluir desta dissertação que o mecanismo hepático que en-
volve o sistema parassimpático/óxido nítrico e o GSH é fundamental no 
aporte de glucose pós-prandial no músculo-esquelético, rim e coração e que 
qualquer disfunção de uma ou de todas as partes leva que um aumento das 
excursões de glucose devido à diminuição da sua captação nestes tecidos. 
Observámos ainda que os RSNOs são importantes moduladores da acção 
da insulina a nível periférico e que podem ser utilizados no tratamento 
da resistência à insulina ainda numa fase precoce do desenvolvimento da 
doença. A importância do NO hepático foi ainda caracterizada concluindo-
se que uma alteração da dieta se correlaciona com um aumento da iNOS 
no fígado parecendo desregular por completo o efeito desta molécula na 
sensibilidade à insulina. 
Este mecanismo pós-prandial de potenciação da acção da insulina abre 
assim um novo caminho de estudo na fi siologia do aporte de glucose, as-
sim como na acção da insulina. Acima de tudo será importante perceber os 
mecanismos celulares no músculo-esquelético, rim e coração responsáveis 
pela acção desta hormona de forma a podermos então considerar o fígado 
como órgão de síntese hormonal de importância vital na captação perifé-
rica de glucose, colocando a hipótese da HISS num patamar tão importante 
como da função pancreática, nomeadamente a insulina na homeostase da 
glucose pós-prandial.
É ainda importante salientar que apenas no pós-prandial é que se conseg-
ue avaliar as primeiras alterações deste mecanismo pelo que a introdução 
de métodos de diagnóstico adequados para este propósito será também im-
portante debater na comunidade científi ca. 
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Perceber de uma forma mais concisa a importância deste mecanismo trará 
de facto novas abordagens de diagnóstico mas principalmente novas abord-
agens terapêuticas que se basearão na prevenção e no travar de uma doença 
que uma vez descontrolada traz repercussões sociais, terapêuticas e fi nan-
ceiras graves e incomportáveis para todo o mundo.
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